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ASPECTOS GENERALES DEL
METABOLISMO HEPÁTICO
El hígado juega un papel esencial en los me-
canismos homeostáticos y en la distribución de
sustratos a los distintos tejidos del organismo. Así,
el hígado contiene las enzimas necesarias para
llevar a cabo tanto la biosíntesis como la degrada-
ción de los lípidos y los hidratos de carbono, es el
órgano que lleva acabo mayoritariamente el proce-
so de gluconeogénesis y, en muchas especies, entre
las que se encuentra el hombre, es un órgano lipo-
génico de extraordinaria importancia. Desde el
punto de vista anatómico, el hígado se encuentra
situado en una posición privilegiada para controlar
la homeostasis de la concentración de glucosa en la
sangre debido a que la vena porta, antes de bañar
el hígado, abarca la mayor parte de la superficie de
absorción del intestino delgado. De esta forma el
hígado recibe rápida información acerca de la
cantidad de glucosa que se ha obtenido a partir de
la ingesta, con lo que la maquinaria metabólica
hepática retirará glucosa de la sangre o la liberará
al torrente circulatorio para mantener constante la
glucemia, proceso crucial para el correcto funcio-
namiento del sistema nervioso central. Sin embar-
go, aunque se conocen las principales rutas impli-
cadas en el metabolismo los hidratos de carbono y
Hígado
Tejido Adiposo
los lípidos, el destino exacto de la glucosa absorbi-
da es aún tema de debate. Así, durante muchos
años se mantuvo la idea de que la glucosa pasaría
directamente desde el intestino a la vena porta, de
donde el hígado la capturaría, siendo entonces
fosforilada y utilizada como precursor directo en
los procesos de biosíntesis de glucógeno y lípidos.
Sin embargo, durante la última década se ha venido
acumulando una abundante evidencia experimental
que apoya la existencia de una ruta indirecta, que
supone la transformación de la glucosa en frag-
mentos C3 (especialmente lactato) antes de ser
convertida en glucógeno y lípidos. La detección de
esta ruta indirecta, aparentemente ineficiente y muy
costosa desde el punto de vista energético, ha dado
origen al concepto de la paradoja de la glucosa.
La contribución relativa de las rutas directa e indi-
recta en los procesos de biosíntesis de glucógeno y
lípidos en el hígado está aún por establecer
(McGany el aL, 1987; Watford, 1988; Cune y
Schulman, 1991; Schulman y Landau, 1992).
Durante periodos de ayuno, en los cuales el
cociente insulina/glucagón en la sangre se encuen-
tra disminuido, se movilizan las reservas tanto de
glucógeno del hígado como de triacilgliceroles del
tejido adiposo. Estas últimas dan lugar a glicerol,
que sirve como sustrato para la gluconeogénesis, y




Figura 1. Ciclo de la glucosa y los ácidos grasos y su relación con el ciclo de Cori. Las flechas discontinuas indican las
interacciones metabólicas entre los lípidos y los hidratos de carbono, mientras que las flechas gniesas muestran el ciclo de Cori.











en forma de complejos con la albúmina, son oxi-
dados por el hígado y los tejidos extrahepáticos
(Sugden et al., 1989; Eeylot, 1996). En situaciones
como ésta, en las que la oxidación de ácidos grasos
se encuentra estimulada, parecen una serie de me-
canismos adaptativos que conducen a la supresión
de la utilización y oxidación de la glucosa (el ciclo
glucosa/ácidos grasos), por lo que los requeri-
mientos gluconeogénicos para el mantenimiento de
la glucemia disminuyen (Fig 1). Así, la oxidación
de ácidos grasos inhibe la fosforilación de la glu-
cosa, el flujo glicolítico a nivel de la 6-fosfofructo-
1-quinasa, la enzima reguladora de la primera fase
de la glicolisis y la oxidación de piruvato por el
complejo de la piruvato deshidrogenasa (Hue el al,
1988). Este último efecto permite que se reciclen
los esqueletos de carbono entre la glicolisis y la
gluconeogénesis (ciclo de Cori, Fig. 1). La oxida-
ción de ácidos grasos estimula además la gluco-
neogénesis hepática (Sugden el aL, 1989). En
suma, la oxidación de las reservas lipídicas juega
un papel regulador de gran importancia tanto en la
conservación como en la biosíntesis de la glucosa.
En situaciones de ingesta correcta, una parte
de los ácidos grasos hepáticos se desvía hacia la
ruta de esterificación en lugar de ser oxidados (Fig.
2). El control del equilibrio esterifica-
ción/oxidación de los acil-CoA de cadena larga es
ejercido por factores tales como el cociente insuli-
na/glucagón en el plasma y la disponibillidad rela-
tiva de lípidos e hidratos de carbono (Zammit,
1984) (Fig.2). Durante los periodos de alimenta-
ción correcta, la baja actividad de la camitina pal-
mitoiltransferasa 1 (CPT-l) impide que la oxidación
mitocondrial de ácidos grasos se verifique a velo-
cidades elevadas. Sin embargo, esta restricción
desaparece en el estado de ayuno, de manera que
se desvía hacia la ~3-oxidaciónuna mayor propor-
ción de acil-CoA de cadena larga (Zammit, 1994).
Las demandas energéticas del hígado, son así cu-
biertas mayoritariamente por la j3-oxidación, con-
tribuyendo de forma minoritaria la glicolisis y la
oxidación de piruvato. Los ácidos grasos oxidados
por el hígado son convertidos principalmente en
CC AG-Ab TO Hidratos de
Figura 2. Interrelaciones entre la síntesis y la oxidaci6n de ácidos grasos en el hígado. Las flechas discontinuas indican
la inhibición que diversos intermediarios del metabolismo de ácidos grasos ejercen sobre la ACC y la CPT-l. Las flechas
punteadas indican los lugares donde el cociente insulina/glucagón ejerce sus efectos. Abreviaturas: Ac-CoA, acetil-CoA;
ACC, acetil-CoA carboxilasa; AO-Ab, complejos ácido graso-albúmina; CC, cuerpos cetónicos; CPT-l, camitina
palmitoiltransferasa 1; Gluc, glucagón; ms, insulina; Mal-CoA, malonil-CoA; Pir, piruvato; TG, triglicéridos.








cuerpos cetónicos, que pueden ser utilizados como
sustratos alternativos a la glucosa por el hígado y
los tejidos periféricos, incluido el cerebro
(Zammit, 1984; 1994).
En contraste con su elevada homogeneidad
morfológica, una de las características más sor-
prendentes de las células que constituyen el parén-
quima hepático (los hepatocitos) es su alta hetero-
geneidad en lo que a ultraestructura, características
metabólicas y equipamiento enzimático se refiere
(Gumucio, 1989; Jungermann, 1992; Jungemann y
Kietzmann, 1996). Dentro de lo que se considera
como la unidad estructural y funcional del hígado,
esto es, el acino hepático, los hepatocitos pueden
ser subdivididos en dos subpoblaciones celulares,
los hepatocitos periportales (situados alrededor de
las ramificaciones terminales de la vena poz-ta, es
Pv
PP
ya que la sangre entra a cada acino siguiendo el
sentido porta —* cava, de forma que la composi-
ción de la sangre va siendo modificada a medida
que atraviesa el acino desde la “entrada” (zona
periportal) hasta la “salida” de éste (zona periveno-
sa) (Lamers el al., 1989ab; Jungermann, 1992).
Cada una de las dos subpoblaciones de hepatocitos
posee asimismo una inervación particular
(Moorman el aL, 1989; Gardemann el aL, 1992).
Además, tanto los hepatocitos periportales como
los perivenosos poseen características fenotípicas
propias, ya que aún aislados por separado a partir
del hígado conservan sus peculiaridades metabóli-
cas y enzimáticas (Chen y Katz, 1988; Tosh el al,
1988; Jungermann, 1992; Jungermann y
Kietzmann, 1996). Así, los hepatocitos perivenosos
parecen estar mejor capacitados para llevar a cabo
Figura 3. Zonación metabólica del hígado. Abreviaturas: Ac-CoA, acetil-CoA; CC, cuernos cet\nicos; Glc, glucosa; (Mc
6P, glucosa 6 fosfato; Gíno, glucógeno; LP, lipoproteinas; PP. zona periportal; PV, zona perivenosa.
decir en la zona aferente del hígado) y los hepato-
citos perivenosos (situados alrededor de las ramifi-
caciones terminales de la venahepática, es decir en
la zona eferente del higado) (Gumucio, 1989; La-
mers et al, 1989ab; Jungermann, 1992; Junger-
mann y Kietzmann, 1996).
Una primera consecuencia que surge del con-
cepto de heterogeneidad zonal del hígado es que
las distintas regiones del hígado poseen una dife-
rente disponibilidad de nutrientes, 02 y hormonas,
la captura de aminoácidos (Burger el aL, 1989) y
de 2-oxoglutarato (Stoll y Háussinger, 1989), la
biosíntesis de glutamina (Lindros el al., 1989) y
quizá la glicolisis (Chen y Katz, 1988; Wals el al,
1988; Moorman el al, 1991; Jungermann, 1992) y
la lipogénesis (Guzmán y Castro, 1989; Evans el
al, 1989, 1990), mientras que los hepatocitos
periportales verifican con mayor eficiencia los
procesos de síntesis de glucógeno (Chen y Katz,


















1988) y sales biliares (Verhoven y Jansen, 1989;
Ugele el aL, 1991), así como la gluconeogénesis
(Chen y Katz, 1988; Tosh el aL, 1988; Jun-
gernmann, 1992), la oxidación de ácidos grasos
(Tosh el aL, 1988; Guzmán y Castro, 1989a) y la
síntesis de urea (Háussinger, 1990; Takei, 1990)
(Fig. 3). Desde el punto de visía de la paradoja de
laglucosa, esta heterogeneidad zonal del metabo-
lismo de hidratos de carbono ha sido explicada de
forma que los hepatocitos perivenosos capturarían
y fosforilarían la glucosa, pasando seguidamente a
la ruta glicolítica hasta generar fragmentos C3,
sobre todo lactato. A continuación, éste pasarla a la
circulación sistémica hasta ser capturado por los
hepatocitos periportales, que utilizarían el lactato
como precursor para la síntesis de glucosa, glucó-
geno y lípidos (McGarry el aL, 1987; Watford,
1988). Sin embargo, los datos de los que se dispo-
ne en la actualidad sólo apoyan parcialmente esta
hipótesis (Watford, 1988; Youn, 1989; Cline y
Schulman, 1991).
Otra cuestión importante es el papel que po-
dna jugar en el control del metabolismo hepático
el hinchamiento celular. Aunque los mecanismos
bioquímicos a través de los cuales este control
sería ejercido no se conocen con precisión, excepto
en el caso de la enzima glucógeno sintasa (Meijert
el aL, 1992), el hinchamiento celular comienza a
ser considerado como un elemento importante en la
regulación metabólica de diferentes tejidos y espe-
cialmente del hígado (Agius el al., 1991; Háussín-
ger el al., 1994; Háussinger, 1996), donde dife-
rentes rutas podrían verse afectadas por este proce-
so.
REGULACIÓN DEL METABOLISMO
HEPÁTICO DE ÁCIDOS GRASOS
El hígado utiliza ácidos grasos de proceden-
cia tanto exógena, mayoritariamente de los com-
plejos ácido graso albúmina presentes en el pías-
ma) cono endógena (sintetizados de novo a partir
de acetil-CoA u obtenidos a partir de los depósitos
intracelulares de triacilgliceroles). Estos ácidos
grasos podrán entonces ser, bien oxidados
(completamente a CO2 o parcialmente a cuerpos
cetónicos) bien esterificados a lípidos complejos
(principalmente triacilgliceroles, fosfatidilcolinas y
fosfatidiletanolaminas), bien secretados en forma
esterificada como glicerolipidos unidos a proteínas
de muy baja densidad (VLDL) o a lipoproteinas de
alta densidad (l-IDL). Todas estas rutas son regula-
das de manera coordinada por diferentes factores,
de forma que la mayor o menor actividad de alguna
de ellas repercute en la actividad de otras. A conti-
nuación se repasarán los puntos de control más
importantes del metabolismo de ácidos grasos.
Captura
Los ácidos grasos son capturados muy efi-
cazmente por el hígado. Tradicionalmente se ha
asumido que los ácidos grasos atraviesan la mem-
brana plasmática siguiendo un proceso no saturable
de difusión simple (Spector el aL, 1965; De Grelle
y Light, 1980). Esta visión clásica de captura de
ácidos grasos está asimismo apoyada por experi-
mentos más recientes (Cooper el aL, 1989; Ferra-
resi-Filho el al., 1992). Alternativamente, durante
los últimos altos se ha ido acumulando una cierta
evidencia que apoya la existencia de un sistema
saturable de transporte facilitado de ácidos grasos
(Stremmel, 1989; Stremmel el aL, 1992; Trotter y
Voelker, 1994; Glatz y van der Vusse, 1996). En
concreto, el grupo de Stremmel ha identificado una
proteína de membrana ligante de ácidos grasos de
40 KDa (MFABP). Aunque esta proteína se propu-
so que pudiera funcionar como intercambiador
Na~/ácidos grasos de cadena larga (Stremel, 1989;
Diede el aL, 1992; Trotter y Voelker, 1994) parece
que su funcionamiento podría ser más bien depen-
diente de la existencia de un gradiente de protones
que podría generar el propio transporte de ácidos
grasos al interior del hepatocito (Elsing el al,
1996). Se han aislado además otras proteínas si-
milares a partir de otros tejidos que capturan áci-
dos grasos con gran actividad, tales como el tejido
adiposo (Schwieterman el al., 1988; Abumrad el
aL, 1994; Schaffer y Lodish, 1994), la mucosa
intestinal (Stremmel, 1988) y el corazón
(Sorrentino el al., 1988). Estas proteínas podrían
constituir un primer punto de control de la entrada
de ácidos grasos al interior de la célula. La función
de las diversas proteínas ligantes de ácidos grasos
en la membrana plasmática podría ser la de actuar
como transportadores o quizás, simplemente como
aceptores de ácidos grasos que facilitasen la poste-
rior difusión a través de la membrana (van Nieu-
wenhoven el aL, 1996).
Otro punto importante de control lo constitui-
ría la lipasa sensible a hormonas (HSL) del tejido
adiposo: los depósitos de triglicéridos del tejido
adiposo son, cuantitativamente, los más importan-
tes reservorios de energía del organismo y, de esta
manera, los niveles de ácidos grasos libres en
plasma vienen principalmente determinados por la
actividad de esta enzima, cuya eficacia catalítica
está sometida a regulación por fosforilación-
desfosforilación.
Tráfico intracelular
El tráfico intracelular de ácidos grasos de ca-
dena larga está mediado por proteínas ligantes de
ácidos grasos (FABP). Hasta el momento se han
identificado 9 isoformas distintas en diferentes
tejidos (van Nieuwenhoven el aL, 1996), entre
4
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ellas la isoforma hepática (conocida como
FAEP), cuya expresión aumenta en presencia de
diferentes ácidos grasos (Meunier-Durmont el al.,
1996). Por otra parte también se ha descubierto la
existencia de unas proteínas ligantes de acil-CoA
(ACEP) (Gossett el aL, 1996) que podrían estar
implicadas en la regulación de las enzimas que
utilizan acil-CoA, como sustrato o como modula-
dor, a través de la mayor o menor disponibilidad
de acil-CoA libre (Faergeman y Knudsen, 1997).
Activación
La activación de ácidos grasos a sus tioéste-
res de CoA es un requisito previo a su utilización
por la célula. Esta reacción es catalizada por una
familia de acil-CoA sintetasas que difieren en su
especificidad por la longitud de cadena del ácido
graso y en su localización subcelular (Zammit,
1984; Schulz, 1991; Waku, 1992). De esta manera
el hígado contiene acil-CoA sintetasas específicas
para acil-CoA de cadena corta, cadena media,
cadena larga y de cadena muy larga. Aunque la
acil-CoA sintetasa de cadena larga es inducible por
la dieta (Suzuki el al., 1990; Schoojans el al.,
1993), y las acil-CoA sintetasas de cadena corta y
media son reguladas in vitro por el cociente
ATP/ADP (Zammit, 1994).
Síntesis de novo
La síntesis de novo de ácidos grasos se en-
cuentra regulada en primer lugar por la disponibi-
lidad de sustrato. Así, el flujo a través de la glicoli-
sis, el suministro de lactato y la conversión de
piruvato en acetil-CoA por el complejo de la piru-
vato deshidrogenasa son factores de gran impor-
tancia que intervienen en el control de la velocidad
de síntesis de ácidos grasos (Geelen el aL, 1980;
Wakil el aL, 1983; Hillgartner eta!, 1995). Ade-
más, las dos enzimas implicadas en la ruta de bio-
síntesis de novo de ácidos grasos, esto es, la acetil-
CoA-carboxilasa (ACC) y la ácido graso sintasa
(FAS), se encuentran sometidas a un estrecho con-
trol por diferentes tipos de mecanismos (Wakil el
al, 1983; Hardie, 1992; Hardie y Carling, 1997).
Esto es especialmente cierto para la ACC, enzima
que cataliza la etapa limitante del proceso biosin-
tético de los ácidos grasos (Bijíeveld y Geelen,
1987; Hardie, 1992). La ACC está sometida a
diferentes mecanismos de regulación: alostérica,
con el precursor biosintético citrato como principal
activador (Thampy y Wakil, 1988) y el producto
malonil-CoA como retroinhibidor (Geelen el al?,
1980; Powell el aL, 1985); los acil-CoA de cadena
larga son asimismo potentes inhibidores alostéricos
de la ACC (Wakil el aL, 1983). La ACC se regula
además por cambios en su estado de agregación
(Geelen el al., 1980) y por mecanismos de fosfori-
lación-desfosforilación. En general la activación de
la ACC resulta de su desfosforilación (Swenson y
Porter, 1985; Bijíeveld y Geelen, 1987; Thampy y
Wakil, 1988). La proteína quinasa dependiente de
AMP (AMPK) parece ser la responsable principal
del control de la actividad de la enzima hepática
(Carling el al?, 1989; Moore el aL, 1991; Hardie y
Carling, 1997). Se han descrito dos especies de
ACC en hígado (Thampy, .1989; Bianchi el al.,
1990). Se ha sugerido que la especie de 280 KDa
está probablemente implicada en la sintesis de
malonil-CoA para el control de la actividad CPT-l
(Bianchi el aL, 1990; Ha el aL, 1996), aunque este
aspecto no está aún clarificado (Winz el aL, 1994;
Guzmán el aL, 1995). La isoenzima de 265 KDa
parece tener dos isoformas diferentes que difieren
es su capacidad para ser fosforiladas por la proteí-
na quinasa dependiente de cAMP (PKA) (Kong el
aL, 1990; Winz el aL, 1994). El hígado contiene
principalmente la isoenzima no fosforilablepor
¡‘KA (Kong el aL,1990), lo que es coherente con la
idea de que la fosforilación de la ACC hepática in
vivo es llevada a cabo principalmente por la
AMPK (Hardie y Carling, 1997).
Esterificación
La esterificación de ácidos grasos se encuen-
tra regulada en el hígado de forma coordinada con
su oxidación (Zammit, 1994). Así, las variaciones
en el estado nutricional y hormonal del animal
pueden estimular en el hígado la esterificación y
disminuir la oxidación de los ácidos grasos (como
son los casos de la realimentación tras el ayuno o
el hipotiroidismo) o viceversa (como ocurre en el
ayuno, la diabetes o el hipertiroidismo). La esteri-
ficación de ácidos grasos a triacilgliceroles se
encuentra regulada a niVel de distintas etapas en-
zimáticas, destacando la glicerol 3-fosfato-acil
transferasa (regulada por fosforilación-
desfosforilación), la fosfatidato fosfohidrolasa
(regulada por fosforilación - desfosforilación, por
traslocación citoplasma-retículo endoplásmico y
por ácidos grasos) y la diacilglicerol acil transfera-
sa (posiblemente regulada por fosforilación-
desfosforilación) (Tijburg el al, 1989).
Oxidación
En el hígado, los ácidos grasos de proceden-
cia exógena o endógena son convertidos en sus
correspondientes ésteres de CoA por las distintas
acil-CoA sintetasas (Zammit, 1984; 1994). En caso
de no ser esterificados a lípidos complejos, los
acil-CoA pueden ser oxidados en las mitocondrias,
aunque también pueden hacerlo en los peroxisomas
(Osmundsen el al., 1991). Sin embargo, la mem-
brana mitocondrial interna es impermeable a los
acil-CoA de cadena larga, por lo que existe un
5
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sistema de transporte dependiente de camitina que
transloca los acil-CoA a la matriz mitocondrial y
cuyo papel, crucial en la regulación del proceso de
oxidación de ácidos grasos, se estudia en detalle en
un apanado posterior.
Una vez en el interior de la mítocondria, los
acil-CoA son escindidos en fragmentos de acetil-
CoA a través de la ruta de la 13-oxidación. Estos
restos C2 pueden ser completamente oxidados a
CO2 y 1-hO a través de la acción subsecuente del
ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la cadena res-
piratoria transportadora de electrones o bien ser
convertidos en cuernos cetónicos. En general se
puede considerar que la capacidad de oxidación de
ácidos grasos por el hígado (u otros tejidos) en una
situación fisiopatológica determinada está condi-
cionada por dos factores principales (Edstrom y
Grimby, 1986; Zammit, 1994): la disponibilidad de
sustrato y la capacidad del tejido en cuestión para
oxidar ácidos grasos. En lo que al primer factor se
refiere, la velocidad de oxidación de ácidos grasos
por el hígado aumenta de forma casi lineal con la
concentración de ácidos grasos en el medio, al
menos en el rango fisiológico de concentraciones
de estos sustratos. Así, suele considerarse que las
concentraciones de ácidos grasos que se consiguen
in vivo no son suficientes para saturar el sistema
oxidativo de ácidos grasos (Zammit, 1984). Por lo
que respecta a la capacidad de oxidación de ácidos
grasos podemos considerar cuatro procesos en la
oxidación de un acil-CoA; el transporte al interior
del orgánulo, la 13-oxidación, la cetogénesis, y el
ciclo de los ácidos tricarboxilicos. El transporte y
la 3-oxidación tienen lugar tanto en los peroxiso-
mas como en las mitocondrias, mientras que la
cetogénesis y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos
se llevan a cabo exclusivamente en el interior de
las mitocondrias.
Transporte
Los ácidos grasos de cadena corta o media
pueden penetrar libremente en la mitocondria in-
dependientemente de carnitina y ser posteriormente
activados a ésteres de CoA en la matriz mitocon-
drial por la acción de acil-CoA sintetasas especifi-
cas de ácidos grasos de cadena corta y media don-
de, finalmente, sufrirán el proceso de 13-oxidación
(Bieber, 1988). Sin embargo, los acil-CoA de ca-
dena larga son capaces de atravesar solo la mem-
brana mitocondrial externa; para poder atravesar la
membrana mitocondrial interna deben esterificarse
con camitina para formar un complejo acilcamití-
na. Esta reacción de síntesis del complejo acilcar-
nitina la lleva a cabo una familia de enzimas de-
nominadas en su conjunto carnitina aciltransfera-
sas. El hígado de los mamíferos contiene tres acti-
vidades carnitina aciltransferasa atendiendo a la
longitud de cadena del acíl-CoA sustrato (Bieber,
1988): una actividad carnitina aciltransferasa espe-
cífica de acil-CoA de cadena corta (actividad car-
nitina acetiltransferasa, CAl), una actividad cami-
tina aciltransferasa específica de acil-CoA de ca-
dena intermedia (actividad camitina octanoiltrans-
ferasa, COT) y una actividad carnitina aciltransfe-
rasa específica de acil-CoA de cadena larga
(carnitina palmitolitransferasa, CPT). Estas tres
actividades enzimáticas se encuentran localizadas
en las mitocondrias y en los peroxisomas y en el
retículo endoplásmico. Sin embargo, existe una
cierta evidencia hoy en día de que las actividades
COT y CPT son en realidad dos actividades de una
misma enzima, que recibe en general el nombre de
CPT y que se estudia en detalle en un próximo
apartado.
/3-oxidación
El conocimiento de la 13-oxidación de ácidos
grasos ha aumentado en gran medida durante los
últimos años debido a la caracterización de distin-
tas enzimas implicadas en esta ruta y a la descrip-
ción de una serie de defectos hereditarios asocia-
dos a ella (Schulz, 1991; Bennet, 1994; Middleton,
1994; Vockley, 1994; Eaton et aL, 1996). La ruta
comprende dos etapas oxidativas (las reacciones
catalizadas por la acil-CoA deshidrogenasa y la L-
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa), por lo que un
posible factor regulador podría ser la relación entre
las concentraciones intramitocondriales de
NADHINAD (Grunnet y Kondrup, 1986; Latipá~
el aL, 1986; Eaton el aL, 1994). Aunque existen
otra serie de efectores que pueden actuar a distin-
tos niveles en la ruta 13-oxidativa (Wang el a!,
1991; He el aL, 1992; Bennet, 1994; Eaton el a!,
1996), no existen evidencias directas de que las
enzimas de la 13-oxidación estén sometidas a regu-
lación alostérica o a modificación covalente in
vivo.
Celogénesis
La formación de cuernos cetónicos constituye
el destino metabólico principal del acetil-CoA
producido por la 13-oxidación de ácidos grasos en
el hígado. Así la contribución del ciclo de los áci-
dos tricarboxilicos a la utilización de este acetil-
CoA es bastante reducida (menos del 10%) en
situaciones en las cuales la disponibilidad de glu-
cosa es la adecuada y prácticamente nula en esta-
dos catabólicos tales como el ayuno y la diabetes,
en los que los ácidos grasos oxidados por el hígado
se desvían prácticamente en su totalidad hacia la
síntesis de cuerpos cetónicos (McGarry y Foster,
1980; Zammit, 1984; Sugden et aL, 1989). Algu-
nos estudios han sugerido la hipótesis de la canali-
zación de sustratos entre las enzimas de la ruta 3-
oxidativa y la cetogénica, así como entre la oxida-
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ción de piruvato y el ciclo de los ácidos tricarboxí-
licos. Así, el acetil-CoA producido en la 13-
oxidación de ácidos grasos es desviado de manera
preferencial hacia la ruta cetogénica, mientras que
el formado por la piruvato deshidrogenasa es prin-
cipalmente utilizado por el ciclo de los ácidos
tricarboxílicos (Baranyai y Blum, 1989; Norsten y
Cronholm, 1990; Des Rosiers el aL, 1991). Ac-
tualmente está bien establecido que la cetogénesis
hepática está controlada tanto a corto como a largo
plazo por el estado nutricional y hormonal del
animal (McGarryy Foster, 1980; Zarnmit, 1994).
El primer paso de la formación de cuernos
cetónicos es la condensación de dos moléculas de
acetil-CoA para generar acetoacetil-CoA, en reac-
ción catalizada por la acetil-CoA acetiltransferasa.
La formación de acetoacetil-CoA catalizada por la
acetiltransferasa es inhibida por uno de sus pro-
ductos, la CoA libre, que disminuye la afinidad de
la enzima por su sustrato, el acetil-CoA (Zamniit,
1994). Éste podría constituir un mecanismo para la
regulación de la cetogénesis a través de cambios en
la relación intramitocondrial de [acetil-
CoA]/[CoAJ (Wang el aL, 1991).
El acetoacetil-CoA es un importante metabo-
lito implicado en el control del metabolismo mito-
condrial de ácidos grasos en hígado. Se ha obser-
vado que el acetoacetil-CoA inhibe iii viíro a la
acil-CoA deshidrogenasa, la primera enzima impli-
cada en la 13-oxidación de ácidos grasos, y que
e¡erce inhibición por producto sobre la acetil-CoA
acetíltransferasa y por sustrato sobre la 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) sintasa (Lowe y
Tubbs, 1985). La HMG-CoA sintasa mitocondrial
cataliza la síntesis de HMG-CoA para la formación
de cuerpos cetónicos y parece representar la prin-
cipal etapa limitante del flujo en la cetogénesis a
partir de acetil-CoA (Quant el a!, 1990; 1993). La
actividad de la l-IMG-CoA sintasa mitocondrial
está controlada por dos mecanismos que operan de
manera coordinada: (i) modificaciones a corto
plazo de las moléculas de enzima preexistentes a
través de un proceso de modificación covalente
(succinilación ¡ desuccinilación) (Quant el a!,
1990; Zammit, 1994); (u) cambios a largo píazo
que afectan a los niveles de mRNA que codifica
para la enzima y también a la cantidad de proteína
inmunorreactiva (Casals el a!, 1992; Rodríguez el
a!, 1994).
Ciclo de ¡os ácidos Iricarboxiícos
La oxidación completa de acetil-CoA. a CO2
tiene lugar en la matriz mitocondrial por las enzi-
mas del ciclo de los ácidos tricarboxilicos. Como
ya se ha mencionado en el apanado anterior, la
contribución del ciclo de los ácidos tricarboxílícos
a la utilización del acetil-CoA producido por la 13-
oxidación hepática de ácidos grasos es práctica-
mente nula comparada con la utilización de dicho
acetil-CoA para la síntesis de cuerpos cetónicos.
Los mecanismos de control del ciclo son muy
variados e incluyen modulación alostérica, control
por carga energética y potencial redox, regulación
por iones Ca
2~ y control por volumen mitocondrial.
El lector interesado puede consultar una serie de
revisiones publicadas en los últimos años
(Halestrap, 1989; McCormack y Denton, 1990;
McCormack eta!, 1990; Brown, 1992; Halestrap,
1994).
Oxidaci¿n de ácidos grasos enperoxisomas
Los peroxisomas poseen un equipamiento
enzimático particular para13-oxidar ácidos grasos,
ácidos dicarboxílicos, prostaglandinas, ácidos 513-
colestanóícos hidroxilados y diversos análogos de
ácidos grasos (Osmundsen el al?, 1991; Osumi,
1993; Reddy y Mannaerts, 1994; Singh, 1997).
Comparada con la 13-oxidación mitocondrial, la ¡3-
oxidación en peroxisomas posee una especificidad
de sustrato más amplia, siendo especialmente acti-
va con ácidos grasos de cadena muy larga
(Osmundsen el a!, 1991; Reddy y Mannaerts,
1994). De esta manera, los peroxisomas acortarían
la cadena hidrocarbonada de los ácidos grasos que,
debido a su longitud, dificilmente podrían ser oxi-
dados en la mitocondria (Osmundsen el a!, 1991;
Pourfarzam y Barlett, 1992). Los productos de la
oxidación en los peroxisomas son transferidos al
citoplasma y posteriormente a la matriz mitocon-
drial, donde continúan su metabolización (Bieber,
1988; Osmundsen el a!, 1991; Mannaerts y van
Veldhoven, 1993). La contribución de la ¡3-
oxidación en peroxisomas a la oxidación total de
ácidos grasos de cadena larga en hepatocitos de-
pende tanto de la concentración como de la longi-
tud de cadena de los ácidos grasos utilizados
(Skorin el aL, 1992). En ratas alimentadas oscila
en un rango desde el 20 al 35% si se utiliza palmi-
tato u oleato como sustrato (Rongstad, 1991; Guz-
mán y Geelen, 1992; Skorin el a!, 1992). La ¡3-
oxidación en peroxisomas puede ser fácilmente
inducida por la dieta, así como por la administra-
ción a largo plazo de una serie de agentes hipolipí-
démícos y xenobióticos (osmundsen el a!, 1991;
Moody el a!, 1992; Reddy y Mannaerts, 1994).
CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA..I
Como se ha mencionado anteriormente, los
ácidos grasos de cadena larga no pueden atravesar
la membrana mitocondrial interna. Para poder
hacerlo, los acil-CoA procedentes de dichos ácidos
grasos deben ser transformados en acilcarnitinas
que, finalmente, son transportadas al interior de la
mitocondria. Las CPT catalizan de forma reversi-
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ble la síntesis de complejos acilcarnitina a partir de
una molécula de acil-CoA de longitud de cadena
intermedia o larga y una molécula de camitina. En
las mitocondrias existen dos actividades CPT, que
suelen denominarse CPT-1 y CPT-11, con distinta
localización en la barrera mitocondrial (Murthy y
Pande, 1987). Así, hoy en día se admite el si-
guiente modelo de traslocación de ácidos grasos de
cadena larga al interior de la mitocondria
(McGarryy Brown, 1997): la acil-CoA sintetasa de
la cara citoplásmica de la membrana mitocondrial
externa activaría un ácido graso de cadena larga a
su respectivo éster de CoA. En estrecho contacto
con la acil-CoA sintetasa estaría la CPT-l que
mediaría la síntesis de acilcarnitina a partir del
acil-CoA y la carnitina. El complejo acilcarnitina
difundiría a través del espacio intermembrana hasta
Acil-CoA
dora es la CPT-I (McGany y Brown, 1997). La
CPT-1 es la enzima que se considera clave en el
proceso de oxidación de ácidos grasos de cadena
larga tanto en hígado (Zammit, 1986) como en los
tejidos extrahepáticos (Saggerson, 1986), puesto
que cataliza la principal etapa reguladora del flujo
a través de dicha ruta (Drynan el al?, 1996;
Spurway el aL, 1997) A continuación abordaremos
el estudio de las propiedades estructurales y regu-
ladoras que presentan las CPT, haciendo especial
incapié en la CPT-1.
Estructura e Isoformas
Durante bastante tiempo el estudio de las
propiedades cinéticas y reguladoras de la CPT-l
tuvo que enfrentarse a tres grandes dificultades: (i)
Acil-CoA
Figurn 4. Traslocación de ácidos grasos a la matriz mitocondrial. Abreviaturas: ACS, acil-CoA sintetasa;; AG, ácido
graso; Carn, carnitina; MME, membrana mitocondrial externa; MMI, membrana mitocondrial interna; T, trauslocasa de
camitina:acilcarnitina
llegar a la cara externa de la membrana mitocon-
drial interna, o alcanzaría esta a través de los pun-
tos de contacto entre las dos membranas mitocon-
driales (Kerner y Bieber, 1990) y allí la acción
sucesiva de la translocasa de carnitina:acilcarnitina
y de la CPT-ll permitiría la entrada del resto de
acil-CoA en la matriz mitocondrial (Fig. 4) A nivel
fisiológico, la CPT de mayor importancia regula-
La caracterización molecular de la enzima, princi-
palinente debido a la creencia errónea (pero clási-
camente aceptada) de que la enzima se encontraba
localizada en la membrana mitocondrial interna
(Murthy y Pande, 1987). (u) La presencia de pero-
xisomas en las preparaciones convencionales de
mitocondrias y la consiguiente contaminación
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solubilízable (Healy el a!, 1988; Ramsay, 1988).
(iii) La solubilización de la proteína a partir de las
membranas mitocondriales con la consiguiente
pérdida de de actividad enzimática y/o de sensibi-
lidad a la inhibición por malonil-CoA (Murthy y
Pande, 1987; Woeltje el a!, 1987; McGarry el a!,
1991). Así, al comienzo de la presente década
había una serie de cuestiones planteadas y no re-
sueltas en torno a la CPT-l tales como: (i) Si la
CPT-l y la CPT-ll eran la misma o diferentes pro-
teínas. (u) Si existían diferentes isoformas de am-
bas enzimas en los distintos tejidos. (iii) Cómo se
producía la interacción de los inhibidores reversi-
bles (como el malonil-CoA) o irreversibles (como
el tetradecilglicidil-CoA o el etomoxir -CoA) con
la CPT-l. Clásicamente ha habido dos escuelas que
proponían respuestas diferentes a estas cuestiones.
Una de ellas sostenía que la CPT-l y la CPT-ll
eran la misma proteína (al menos en un tejido
dado), pero que la primera tenía asociada una su-
bunidad reguladoracon la que interaccionarían los
diferentes inhibidores que, de esta manera, supri-
mirían la actividad del componente catalítico
(Zammit el a!, 1989; Kemer y Bieber, 1990; Oha-
nimineja y Saggerson, 1990ab; Woldegiorgis el a!,
1992). Una visión alternativa proponía que la CPT-
1 y la CPT-ll eran proteínas diferentes y que la
primera poseería, dentro de la misma cadena poli-
peptidica, tanto el centro activo como el sitio re-
gulador de la enzima (Woeltje el a!, 1987; De-
clercq el al., 1987; Woeltje el a!, 1990ab; Murthy
y Pande, 1990; McGarry el al, 1991). Finalmente
la aplicación de las técnicas de la biología mole-
cular ha permitido clarificar este escenario me-
diante la determinación de las estructuras primarias
de ambas enzimas.
Estructura primaria de la CPT-11
Primeramente se caracterizó la estructura
primaria de la CPT-Il. Gracias a que esta proteína
puede ser solubilizada en forma activa mediante el
empleo de detergentes fue posible purificar una
actividad CPT insensible a malonil-CoA (Woeltje
el a!, 1990a) y finalmente llevar a cabo la clona-
ción del cDNA de la CPT-ll de hígado de rata
(Woeltje el a!, 1990b) y humano (Finocchiaro el
al., 1991) que, en ambos casos, permitió predecir
un tamaño de 658 aminoácidos y un peso molecu-
lar de 71 KDa para la CPT-l1. Diferentes estudios
mostraron que el mRNA de la CPT-ll era idéntico
en tamaño (Woeltje el a!, 1990a; McGarry el al,
1991) e inmunológicamente indistinguible
(Kolodziej el a!, 1992) en toda una serie de teji-
dos, indicando que en todos ellos se expresaba la
misma proteína.
El gen de la CPT-l1 (el único de los genes
que codifican para las CPTs que ha sido analizado
en profundidad hasta el momento) (Verderio el al.,
1995), está compuesto de 5 exones, uno de los
cuales es excepcionalmente largo. En estudios
realizados con los genes humano y murino de la
CPT-II (Gelb, 1993; Verderio el a!, 1995) se han
localizado potenciales elementos reguladores en la
región promotora que podrían incluir: un sitio Sp-
1, una secuencia consenso para la unión de factores
de respuesta a insulina y, finalmente, una secuencia
que podría ser un sitio de unión de receptores de
hormonas esteroideas/tiroideas.
Esíruclura primar¡ci de la CPT-i
Hígado
La caracterización de la CPT-l fue bastante
más dificil debido a dos propiedades de la enzima
que ya habían sido previamente observadas: su
estrecha asociación a la membrana mitocondrial
externa y la pérdida de actividad catalítica que
experimenta cuando es separada de su entorno
nativo (McGarry el al., 1989; Zammit eta!, 1989).
La estrategia que finalmente se empleó fue la de
tratar mitocondrias de hígado de rata con
etomoxir-CoA (que como ya se había señalado
anteriormente es un inhibidor irreversible y especí-
fico de la CPT-1) para marcar covalentemente
dicha enzima. Posteriormente se trataron las mem-
branas mitocondriales con una mezcla de protea-
sas. Así, se pudo obtener u fragmento de CPT-l
todavía marcado y que pudo ser purificado a partir
de geles de electroforesis en cantidades suficientes
como para llevar a cabo su secuenciación (Esser el
aL, 1993a). Con esta infonnación, se secuenciaron
oligonucícótidos con los que se realizó la búsqueda
del gen de la CPT-l en una genoteca de cDNA de
hígado de rata. Finalmente, el clon aislado permitió
predecir una proteína de 773 aminoácidos (88
KDa) que, una vez expresada en células COS,
produjo una inducción de entre 10 y 20 veces de
una actividad CPT inhibible por malonil-CoA y
sensible al tratamiento con detergentes (Esser el
a!, 1993b). La expresión de esta proteína en leva-
duras (que carecen de actividad CPT endógena)
confirmó plenamente los resultados anteriores
(Brown el a!, 1994; De Vries el al., 1997). Estos
experimentos establecieron claramente que: (i) la
CPT-l está constituida por un único polipéptido en
el que residen tanto el dominio catalítico como el
inhibidor y, (u) que la CPT-[ y la CPT-ll son pro-
teínas diferentes. A diferencia de lo que ocurre con
la CPT-Il, que presenta una secuencia señal en el
amino terminal para poder ser transportada al inte-
rior de la mitocondria, la CPT-I al igual que otras
proteínas de la membrana mitocondrial externa,
carece de esa secuencia (Brown el al., 1994).
A partir del cONA de la CPT-I de hígado de
rata fue posible aislar su equivalente en una geno-
teca de cDNA de hígado humano (Brition el a!,
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Tabla 1. Características de las CPT mitocondriales. Los niveles relativos de expresión en cada órganoestán basados en
análisis por nor¡hern bicí (y en algunos casos por marcaje con [H
3]etomoxir-CoA). (+) Solo trazas e compar ción co
la isolbrma alternativa. (-) Indetectable. Los datos de expresión en tejidos se refieren a rata excepto en el caso de los
tibroblastos. La Km para la carnitina de la CPT-ll fue determinada tras solubilización de las mitocondrias en
octilglucásido y por tanto no debeser comparada directamente con los valores de CPT-I.
tanto la secuencia obtenida a partir del cDNA de
CPT-l humana como la estructura primaria (773
aminoácidos) presentaron una gran homología (82
y 88% de identidad, respectivamente) con respecto
a la enzima de rata.
Músculo esquelético
Que la CPT-l de hígado (L) y músculo (M)
son proteínas diferentes se sospechaba desde hacía
ya tiempo ya que presentaban una sensibilidad a
malonil-CoA muy diferente (lC
50~ 2.7 gM y 003
en hígado y músculo esquelético, respectiva-
mente) y valores muy diferentes de Km para la
carnitina (30 pM y 500 pM, respectivamente)
(McGarry el al, 1983). Y además, tras su marcaje
con inhibidores específicos de la CPT-l ambas
proteínas migraban con pesos moleculares aparen-
tes distintos (88 KDa (L) y 82 KDa (M) (Woeltje
el al., 1990a; Weis el al., 1994a). La donación del
gen de CPT-l de músculo esquelético (Yamazaki el
a!, 1995; Esser el a!, 1996) confirmó que dicho
tejido presenta, en efecto, una isoforma diferente
de CPT-1 y cuyo peso molecular era sorprenden-
temente de 88 KDa. El hecho de que la isoforma
hepática y muscular tengan movilidades electrofo
réticas tan diferentes, a pesar de poseer un peso
molecular casi idéntico, se ha sugerido que se
debe, más a la estructura primaria de la M-CPT 1
que a posibles modificaciones postraduccionales
de la misma (McGarry y Brown, 1997). Ambas
isoformas presentan una amplia distribución
en diferentes tejidos (McGarry y Brown, 1997)
(Tabla 1). La isoforma L-CPT 1 es la principal (o
única) en hígado, riflón, pulmón, bazo, intestino,
ovario y pancreas (tanto en los islotes como en los
acinos), mientras que la forma M-CPT 1 predomina
en músculo esquelético y testículos. Especialmente
interesante es el caso del corazón, donde la isofor-
ma de músculo se expresa mayoritariamente
pero donde también hay una presencia significativa
de la isoforma hepática (Weis et a!, 1994) que
podría dar cuenta de las propiedades cinéticas
intermedias que presentan las preparaciones de
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corazón (en términos de 1C50 para el malonil-CoA
y Km para la camitina) con respecto a las observa-
das en hígado y en músculo esquelético (McGarry
eta!, 1983).
Correlación estructurafunción
Aunque todavía no se ha determinado la
estructura de ninguna de las CPT de forma inequí-
voca, sí existen datos aportados por estudios de
expresión en levaduras, por comparación de se-
cuencias o por utilización de anticuerpos específi-
cos frente a distintos dominios de estas proteínas
que permiten conocer algunos datos acerca de la
topología de estas enzimas.
Tonologla en la membrana
La CPT-1l se encuentra débilmente asociada
a la cara interna de la membrana mitocondrial
interna y puede ser solubilizada fácilmente en su
forma activa (Woeltje el aL, 1987). En concordan-
cia con esta observación, la CPT-1l no presenta
ninguna secuencia de aminoácidos indicativa de la
presencia de fragmentos transmembranares
(Woeltje el a!, 1990b).
La forma de asociación a la membrana exter-
na mitocondrial de la CPT-l parece considerable-
mente diferente. El hecho de que la enzima no
pueda solubilizarse en su forma activa mediante la
utilización de detergentes suaves ya es indicativo
de una fuerte asociación a la membrana. La se-
cuencia deducida tanto para la isoforma L como
para la M de la CPT-1 dé rata contiene dos domi-
nios hidrofóbicos entre los aminoácidos 53 y 75
(HI) y 103 y 122 (H2). Aunque se ha cuestionado
que Hl pudiera ser un fragmento transmembranar
debido a la presencia de dos prolinas en las posi-
ciones 56 y 59 de la secuencia de aminoácidos de
la proteína (aminoácidos poco habituales en este
tipo de dominios), diferentes datos parecen indicar
que realmente adopta esta estructura. La presencia
de 5 aminoácidos con carga positiva altamente
conservados en el extremo amino terminal de la
secuencia HI, junto a la conservación de distribu-
ciones de carga de un affiinoácido positivo y uno
negativo en el extremo carboxilo terminal de dicho
dominio, son características de proteínas de mem-
brana que presentan el amino terminal hacia la cara
citoplásmica (Kolodziej y Zammit, 1993). Así, se
ha propuesto que la CPT-1 tendría dos fragmentos
transmembranares (Hl y H2) de tal forma que
tanto el extremo amino como el carboxilo terminal
se situarían hacia la cara citoplásmica de la mem-
brana mitocondrial externa y que el corto bucle de
27 aminoácidos que une Hl y H2, estaría situado
hacia el espacio intermembrana (Fraser el a!,
1997) (Fig 5). Dc acuerdo con esta hipótesis, una
serie de estudios realizados con malonil-CoA y
octanoil-CoA asociados a agarosa (para imposibi-
litar que pudiesen atravesar la membrana mitocon-
Figura 5 Topología de la CPT-I en la memebrana mitocondrial externa. En la figura se exponen las principales
características de la topología de la CPT-l: (i) La proteína tiene dos fragmentos transmembranares (Hl y H2); tanto el
extremo N como C terminal de la proteína están expuestos en la cara citosólica de la membrana mitocondrial externa.








drial externa) mostraba que ambos compuestos
podian seguir actuando como inhibidor y sustrato
de la CPT-1 respectivamente, indicando que la
localización de los dominios regulador y catalítico
de la CPT-l es citosólica (Fraser, eta!, 1996).
Sitios de unión del sustrato y del malonilCoA en la
CPT-l
Si bien inicialmente se consideró que la inhi-
bición de la actividad CPT-l que produce el malo-
nil-CoA podría ser competitiva, diferentes análisis
mostraron que, en gran parte, esa inhibición es
alostérica (Cook el a!, 1994). El tratamiento de
mitocondrias de higado de rata con diferentes pro-
teasas produce una pérdida de sensibilidad a malo-
nil-CoA de la CPT-l sin que la actividad catalítica
se vea afectada (Frasee/aL, 1996; Kashfi y Cook,
1992), indicando que existen dos dominios dife-
rentes, uno catalítico y otro alostérico, en la enzi-
ma. Además, la presencia en el medio de malonil-
CoA durante el tratamiento con proteasas previene
tanto la desensibilización como la inactivación de
la enzima (Kashfi y Cook, 1991). Se ha propuesto
(ver apartado siguiente) que la presencia de malo-
nil-CoA en el medio puede inducir un cambio de
conformación en la CPT-l que favorezca la unión
posterior del propio malonil-CoA y que quizá haga
a la enzima menos suceptible a la acción de las
proteasas (Zammit, 1996).
La diferencia de tamaño existente entre la
CPT-l y la CPT-ll se debe fundamentalmente a la
presencia de un extremo amino terminal mucho
más largo en la primera. Así, las dos proteínas
presentan una alta homología de secuencia excepto
en los primeros 170 aminoácidos de la CPT-l, en
los que se localizarían los dos fragmentos trans-
membranares que la CPT-ll no posee. Puesto que
la diferencia más destacable entre ambas proteínas
estriba en la capacidad de ser inhibida por malonil-
CoA de la CPT-l pero no de la CPT-1I, es posible
especular que el dominio de unión para malonil-
CoA pudiera residir en ese extremo amino terminal
de la CPT-1, mientras que el centro activo se en-
contraría en el extremo carboxilo terminal común
con la CPT-ll. Diferentes datos apoyan esta hipó-
tesis. Así, la expresión en levaduras de una L-CPT
1 truncada a la que faltaban los primeros 82 ami-
noácidos y que presenta una notable disminución
en la sensibilidad a malonil-CoA (lC50~80 pM para
la proteína truncada y 5 ¡iM para la nativa) (Brown
eta!, 1994) indica que el extremo amino terminal
podría estar implicado de alguna manera en la
formación del dominio de unión a malonil-CoA.
De acuerdo con esto, el tratamiento con proteinasa
K de mitocondrias de hígado escinde el extremo
amino terminal de la CPT-1 produciendo una pér-
dida de sensibilidad a malonil-CoA. Sin embargo,
cuando la proteinasa K tiene acceso también a la
cara interna de la membrana mitocondrial externa,
la pérdida de sensibilidad a malonil-CoA de la
CPT-I es bastante más rápida, indicando que otras
interacciones entre los dominios amino terminal y
carboxilo terminal, entre el dominio Hl y la mem-
brana, y/o entre los dominios Hl y H2 podrían
estar implicadas en determinar la sensibilidad de la
CPT-1 a malonil-CoA (Fraser el a!, 1997). El
hecho de que ambos dominios sean importantes a
la hora de determinar la función de la enzima se
apoya también en la observación de que, aunque el
dominio catalítico de la CPT-l parece residir en el
gran extremo carboxilo terminal de la enzima, la
rotura del extremo amino terminal por proteinasa
K también induce una fuerte disminución de la
actividad catalítica (Fraser el a!, 1997)
Regulación a corto plazo
Regulación por malonil-CoA
Hipado
El descubrimiento de la inhibición de la
CPT-I por malonil-CoA (McGarry el a!, 1977;
Mcúarry el a!, 1978; McGarry y Foster, 1980)
atrajo una enorme atención hacia el estudio de la
regulación de esta enzima. Como se menciona en
el apartado de síntesis de novo de ácidos grasos, el
malonil-CoA es precisamente el producto de la
reacción catalizada por la ACC, que constituye la
etapa limitante de la síntesis de ácidos grasos
(Geelen el a!, 1980; Wakil el aL, 1983). De esta
manera, se consigue un control coordinado de la
síntesis y la oxidación de ácidos grasos en el híga-
do (McGarry y Foster, 1980; Zammit, 1984).
Puesto que los niveles de malonil-CoA en la célula
son dependientes de la actividad ACC, se ven
afectados notablemente por los cambios a corto
plazo que diferentes mecanismos producen sobre
dicha actividad enzimática (Zammit, 1994). Así,
los niveles de malonil-CoA hepáticos se ven afec-
tados por alteraciones en el estado hormonal y
nutricional del animal (McGarry y Foster, 1980;
Zammit, 1984). Especialmente determinante en la
actividad ACC y en los niveles de malonil-CoA, y
por tanto en la actividad CPT-l, es el cociente
insulina/glucagón. Cuando este cociente es alto, los
niveles de malonil-CoA también los son y la acti-
vidad CPT-1 está inhibida, y viceversa (Zammit,
1994).
Músculo esQuelético y corazón
El descubrimiento de que diferentes tejidos
no lipogénicos, como el corazón y el músculo
esquelético, también contienen malonil-CoA, y que
sus niveles oscilan en función del estado nutricio-
nal del organismo indicaban que este metabolito
también podría estar desempeñando un importante
papel regulador en otros tejidos (Saggerson, 1986).
De hecho, la isoforma de CPT-I mayoritariamente
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presente en músculo cardiaco y esquelético (M-
CPT 1), es mucho más sensible a la presencia de
malonil-CoA que la isoforma hepática (Saggerson,
1986). La idea de que el malonil-CoA y la CPT-1
constituyen un importante punto regulador del
metabolismo energético en músculo esquelético y
en corazón fue confirmado por el descubrimiento
de que ambos tejidos contienen ACC. La isoforma
de músculo esquelético y corazón es la de 280
KDa (ó ACC2) distinta de la de 265 (ó ACCI)
mayoritaria en hígado (Thampy, ¡989; Bianchi el
al., 1990). Diversos experimentos han llevado a la
conclusión de que los niveles de malonil-CoA en
corazón dependen principalmente de la disponibi-
lidad de acetil-CoA citosólico, de forma que el
papel del malonil-CoA sería el de regulador de la
CPT-l más que el de precursor para la síntesis de
ácidos grasos (Awan y Saggerson, 1993; Saddik el
al?, 1993; Lopaschuk el a!, 1994; Kudo el a!,
1995; Ha el a!, 1996; Stanley el a!, 1996). La
situáción en músculo esquelético es menos clara y
aún existen datos contradictorios con respecto al
posible papel que el malonil-CoA pudiera estar
desempeñando en este tejido (McGarry y Brown,
1997).
Célula 5
Un tercer tipo celular extrahepático en el que
la regulación de la CPT-l mediada por malonil-
CoA parece tener un papel fisiológico importante
es la célula 13 del pancreas. Se ha propuesto que
tras un incremento de la concentración de glucosa
en sangre, este azúcar es metabolizado por la cé-
lula 13 a través de la ruta glicolítica, de tal forma
que parte del piruvato sería desviado hacia la sínte-
sis de malonil-CoA. Este malonil-CoA inhibiría a
la CPT-l, lo que provocaría una acumulación de
acil-CoAs de cadena larga en el citoplasma de la
célula ¡3. Se ha propuesto que estos acil-CoA ac-
túan estimulando la exocitosis de los gránulos de
insulina acumulados en estas células (Newgard y
McGarry, 1995; McGarry y Brown, 1997). De esta
forma, el malonil-CoA y la CPT-1 podrían también
desempeñar una función esencial en el mecanismo
implicado en la secreción de insulina.
Sensibilidad a malonil-CoA
El malonil-CoA, por si mismo, no solo inhibe
la actividad CPT-l, sino que también podría deter-
minar la sensibilidad de la CI’T-l a la inhibición
por malonil-CoA. De esta manera, tanto la prein-
cubación de hepatocitos intactos con agentes que
incrementan los niveles intracelulares de malonil-
CoA (Guzmán y Castro, 1989b) como la exposi-
ción de mitocondrias aisladas de hepatocitos a
concentraciones fisiológicas de malonil-CoA
(Zammit, 1983) hacen que la CPT-l sea más sensi-
ble al malonil-CoA en el posterior ensayo. Es más,
se ha observado una fuerte correlación entre la
sensibilidad de la CPT-1 hepática a la inhibición
por malonil-CoA y la concentración de malonil-
CoA a la que la enzima está expuesta hz vivo antes
del aislamiento de las mitocondrias para el ensayo
enzimático (Robinson y Zammit, 1982). Estas
observaciones sugieren que este fenómeno podría
también constituir la base de un importante meca-
nismo regulador a través del cual la respuesta de la
CPT-l a pequeños cambios en la concentración de
malonil-CoA hepático pudiera verse amplificada
(Zammit, 1994).
En cualquier caso, la importancia fisiológica
de este mecanismo está ampliamente admitida, ya
que en diferentes situaciones fisiopatológicas la
sensibilidad de la CPT-l a malonil-CoA se ve mo-
dificada. Así, los cambios inducidos por la dieta y
el estado hormonal en el flujo a través de la ruta
oxidativa de los ácidos grasos están normalmente
acompañados por variaciones paralelas en la acti-
vidad específica y la sensibilidad a malonil-CoA de
la CPT-1 de hígado de rata. Por ejemplo en estados
cetóticos tales como el ayuno (Bremer, 1981),
diabetes (Cook y Gamble, 1987; Grantham y
Zammit, 1988) e hipertiroidismo (Stakkestad y
Bremer, 1983), la actividad específica de la CPT-l
aumenta, mientras que la sensibilidad de la enzima
a inhibición por malonil-CoA disminuye. Por el
contrario, en estados lipogénicos tales como hipoti-
roidismo (Saggerson y Carpenter, 1986), reali-
mentación tras el ayuno (Grantham y Zammit,
1986) o alimentación crónica con etanol (Guzmán
el a!, 1987) ocurre lo contrario. La importancia de
la sensibilidad a malonil-CoA de la CPT-l en el
control de la oxidación de ácidos grasos de cadena
larga ha sido inequivocamente demostrada en he-
patocitos aislados (Prip-Buus el a!, 1990).
Cambios conformacionales y malonil-CoA
La posibilidad de que puedan existir dife-
rentes conformaciones en la CPT-l relacionadas
con la unión de malonil-CoA ha venido sugerida
por una serie de observaciones, por ejemplo, la
sensibilización a malonil-CoA de la CPT-1 induci-
da por la preincubación en presencia de concentra-
ciones fisiológicas de malonil-CoA se mantiene
cuando las mitocondrias se incuban a 40C (aún en
ausencia de malonil-CoA) mientas que la incuba-
ción de la enzima durante unos minutos a 370C
revierte completamente esta sensibilización a ma-
lonil-CoA (Zammit, 1983; Zamndt el a!, 1984).
Además, la unión de malonil-CoA a la enzima
parece inducir un fuerte cambio conformacional
puesto que su presencia protege a la enzima de la
acción de proteasas (Kashfi y Cook, 1992).
Se ha propuesto que la CPT-l podría adoptar
diferentes conformaciones en un comportamiento
que ha sido sugerido para otras enzimas monomé-
ricas (Ricard el a!, 1974). De esta forma la unión
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del malonil-CoA produciría un cambio conforma-
cional que además facilitaría la unión posterior de
otra molécula de malonil-CoA (Fig. 6). El pH
(Fafournoux e al., 1987) o la composición lipídica
de la membrana (Zammit, 1994) podrían contribuir
asimismo a determinar la conformación de la en-
zima en la membrana mitocondrial externa y por
tanto, su sensibilidad a malonil-CoA.
Regulación independiente de malonil-CoA
Durante bastante tiempo se consideró que el
único mecanismo de regulación a corto plazo de la




agonistas. Por ejemplo, la insulina y el éster de
forbol 4¡3-forbol 1213-miristato l3ct-acetato (PMA)
inhiben la actividad CPT-l, mientras que el yana-
dato, el ácido okadaico y los agentes que incre-
mentan los niveles de cAMP tienen el efecto
opuesto (Guzmán y Geelen, 1988; Guzmán y Cas-
tro, 1990; Guzmán y Geelen, 1992). En todos estos
estudios se observó una relación cualitativa entre
los cambios en la actividad CPT-I y los cambios en
la velocidad de oxidación mitocondrial de palmi-
tato, confirmando que la CPT-l es una enzima
clave en el control de la oxidación de ácidos grasos
de cadena larga por mitocondrias hepáticas (Tabla





Figura 6. La CPT-l podría sufrir cambios conformacionales en función de la existencia o no de malonil-CoA en el
medio. La CPT-í podría adoptar al menos dos conformaciones diferentes en función de la presencia de malonil-CoA en el
medio. Abreviaturas: M-CoA, malonil-CoA; It conformación relajada (más activa); T, conformaci\n tensa (menos
activa).
niveles de malonil-CoA que como hemos visto
anteriormente determinan tanto la actividad catalí-
tica de la enzima como su sensibilidad al propio
malonil-CoA. Ésto podría ser debido al hecho de
que la modulación a corto plazo de la CPT-l se
perdiera durante el proceso de rotura celular y
posterior aislamiento de las mitocondrias para
llevar a cabo el correspondiente ensayo enzimátí-
co. Sin embargo, la puesta a punto de métodos de
determinación de la actividad CPT lii situ mediante
la utilización de células permeabilizadas (Stephens
y Harris, 1987; Guzmán y Geelen, 1988) (Fig. 7)
permitió demostrar que la CPT-I hepática se halla
controlada a corto plazo por diferentes tipos de
vidad CPT-I en células permeabilizadas implica
una notoria dilución del, contenido del citoplasma
celular en el medio de ensayo y con ello del malo-
nil-CoA presente en el mismo, por lo que los cam-
bios observados en la actividad CPT-l no se debe-
rían a modificaciones en los niveles de malonil-
CoA, sino a otro(s) posible(s) mecanismo(s) impli-
cado(s) en la regulación a corto plazo de la CPT-1.
Dado que diversos agonistas capaces de modificar
a corto píazo la actividad CPT-I, como por ejem-
plo el glucagón (que incrementa los niveles intra-
celulares de cAMP, induciendo así la activación de
la PKA) median su acción a través de la activación




















Figura 7. Esquema de los diferentes tipos de ensayo de actividad CPT-l. Cuando la actividad CPT-l es determinada tras
el aislamiento de mitocondrias, (método C), las modificaciones que diferentes agonistas pueden inducir en dicha actividad
enzimática se pierden. Por el contrario, la utilización de los métodos de penneabilización con digitonina, directo (A) o
indirecto (B), permiten establecer los cambios que estos compuestos inducen a corto píazo en la actividad CPT-l.
dad de que la CPT-l pudiera ser directamente fos-
forilada por acción de algunas de estas quinasas
(Harano el al., 1985). Además, el ácido okadaico,
un compuesto que inhibe las proteínas fosfatasas 1
y 2A, produciendo así un fuerte aumento en el
grado de fosforilación de numerosas proteínas
celulares, induce asimismo una notable estimula-
ción de la actividad CPT-l (Guzmán y Castro,
1991; Guzmán y Geelen, 1992). Sin embargo,
diversos experimentos demostraron que la CPT-l
no es directamente fosforilada ni por acción de la
¡‘KA ni de la AMPK (Guzmán el a!, 1994), indi-
cando que las modificaciones a corto píazo de la
actividad CPT-l deben estar mediadas a través de
otro(s) mecanismo(s). La clarificación de esos
posibles mecanismos es el principal objetivo de la
presente memoria.
Regulación a largo plazo
El estudio de la regulación de la expresión
de los genes de las CPT aún no se ha llevado a
cabo en profundidad y hasta el momento se ha
restringido al estudio de cómo diversos factores
nutricionales y hormonales pueden afectar a la
expresión de las CPT de hígado de rata. Se sabe
que diferentes situaciones que estimulan la cetogé-
nesis en hígado, tales corno el ayuno, la diabetes, el
hipertiroidismo o el tratamiento con agentes proli-
feradores de peroxisomas, inducen tanto un au-
mento en los niveles de proteína inmunorreactiva
como de mRNA de CPT-l y CPT-Il (Kolodziej el
a!, 1992; Park el aL, 1995; McGarry y Brown,
1997). Otra situación fisiológica que afecta de
manera selectiva a la expresión de los genes de
CPT-l y CPT-I1 se produce durante el periodo
perinatal en la rata. En el hígado fetal, tanto los
niveles de mRNA como la actividad CPT-1 son
muy bajos en el periodo anterior al nacimiento. Sin
embargo, ambos aumentan bruscamente durante el
primer día de vida extrauterina y permanecen ele-
vados durante todo el periodo de lactancia
(Saggerson y Carpenter, 1982; Thumelin el al.,
1994; Asins el a!, 1995). Tras el destete, la trans-
cripción del gen de la CPT-I se ve fuertemente
atenuado si se suministra a la cría una dieta rica en
hidratos de carbono, mientras que si la dieta es rica







Preincubación Actividad CPT-I (%) Oxidación de palmitato (%)
Sin adiciones 100 100
Glucagón 10 nM




















Acido okadaico 0.5 pM 154±15” 149±12”
Tabla 2. Efecto de diferentes agonistas sobre la actividad CPT-I la oxidación de palínitato. Después de un periodo
de incubación de 10-30 mm. en ausencia o presencia de las adiciones indicadas, se tomaron alícuotas de las suspensio-
nes de bepatocitos para determinar la actividad CPT-l en hepatocitos perineabilizados con digitonina y la velocidad de
oxidación de palmitato en hepatocitos intactos. Significativamente diferente de las incubaciones sin adiciones: ‘P-<O 05
tienen elevados (Ihumelin el a!, 1994). Por el
contrario, durante todo el periodo prenatal-
lactancia-destete los niveles de mRNA y la activi-
dad CPT-ll permanecen elevados independiente-
mente del contenido de la dieta suministrada
(Thumelin et a!, 1994; Asins el a!, 1995). Así,
durante el periodo de transición fetal-neonatal,
tanto la actividad CPT-1 como los niveles de
mRNA se encuentran aumentados. Además, la
sensibilidad a malonil-CoA de la enzima también
se encuentra disminuida (Decaux el al., 1988).
Todo ello favorece que la oxidación de ácidos
grasos y la cetogénesis se produzcan de manera
más efectiva, lo que se corresponde con el mayor
porcentaje en grasas de la alimentación durante el
periodo de lactancia.
En cuanto a los posibles mecanismos que
podrían estar mediando este aumento de la expre-
sión de la CPT-l, recientemente se ha determinado
en hepatocitos fetales en cultivo que tanto el dibu-
tiril-cAMP como los ácidos grasos de cadena larga
inducen un aumento en los niveles de mRNA de
CPT-l mientras que no modifican los de la CI’T-II
(Chatelain el a!, 1996). Se ha sugerido que la
disminución en los niveles de insulina en sangre
durante el periodo de lactancia, lo que se relaciona
con un aumento de la concentración de cAME y
ácidos grasos de cadena larga en el hígado podría
mediar el incremento en los niveles de mRNA de
CPT-1 (Chatelain el a!, 1996; McGarry y Brown,
1997). Sin embargo, los agentes proliferadores de
peroxisomas estimulan la transcripción tanto del
gen de la CPT-I como del de la CPT-ll, indicando
que los ácidos grasos de cadena larga y dichos
compuestos podrían actuar a través de diferentes
receptores activados por ácidos grasos (Chatelain
era!, 1996; McGarry y Brown, 1997).
CPTs extramitocondriales
Se sabe desde hace tiempo que no solo las
mitocondrias, sino también otros orgánulos subce-
lulares como el retículo endoplásmico y los peroxi-
somas, contienen enzimas con actividad CPT. En
los microsomas de hígado de rata se han localizado
dos proteínas distintas con actividad CPT. Una de
ellas se halla asociada a membrana y otra es solu-
ble y está localizada en el lumen del retículo endo-
plásmico. La primera presenta propiedades regula-
doras semejantes a las de la CPT-1, puesto que se




siblemente por etomoxir-CoA. La forma soluble no
presenta este tipo de regulación, a semejanza de lo
que ocurre con la CPT-ll (Lilly er a!, 1990; Mur-
thy y Pande, 1994a; Broadway Saggerson, 1995).
A pesar de su aparente similitud funcional con la
CPT-l (88 KDa), la enzima unida a membrana es
una proteína diferente (47 KDa), al igual que ocu-
rre con la forma soluble (54 KDa), que difiere de
la CPT-ll (71 KDa). Además, la forma asociada a
membrana parece ser idéntica a una proteína de
estrés (GRP5S) cuyo cONA había sido previa-
mente donado (Murthy y Pande, 1994b).
En cuanto al posible papel que las CPT mi-
crosomales pudieran desempeñar se ha propuesto
que pudieran intervenir en la acilación de proteínas
destinadas a la secreción y/o al ensamblaje delas
VLDL (Broadway y Saggerson, 1995). Puesto que
este proceso podría ocurrir, al menos en parte, en
el interior del retículo endoplásmico, el aporte de
acil-CoA al lumen de dicho orgánulo podría reque-
rir de una CPT implicada en el proceso de trans-
porte de los acil-CoA a través de la membrana del
retículo endoplasmico.
En los peroxisomas también parecen existir
dos actividades CPT. Al igual que ocurre en el
caso de los microsomas, existe una actividad CPT
insensible a malonil-CoA (Derrick y Ramsay,
1989) que, dada su preferencia por acil-CoA de
cadena intermedia como sustratos ha sido denomi-
nada camitina octanoiltransferasa (COT). Esta
proteína, puede ser solubilizada en forma activa
con cierta facilidad, pero difiere en su peso mole-
cular (~63 KDa) estructura primaria y reconoci-
miento por anticuerpos de las otras dos CPT insen-
sibles a malonil-CoA (la CPT-ll y la CPT soluble
de micrósomas) (Ramsay, 1988;Pande et aL,
1992). También se ha determinado la existencia de
una CPT sensible a malonil-CoA que estaría fuer-
temente unida a la membrana del peroxisoma
(Singh eta!, 1996). Actualmente se acepta que los
peroxisomas no requieren de camitina para llevar a
cabo la oxidación de acil-CoAs, por lo que se ha
propuesto que la CPT de estos orgánulos podría
estar implicada más bien en la exportación de acil-
CoAs de cadena intermedia, que son los principa-
les productos de la oxidación de ácidos grasos en
peroxisomas (Kunau et a!, 1995). Es en cualquier
caso curioso que las mitocondrias, el retículo en-
doplásmico y los peroxisomas compartan un siste-
ma similar de transporte de ácidos grasos a pesar
de que las proteínas que constituyen dichos siste-
mas sean tan diferentes.
OBJETIVOS Y CONTENIDO
metabolismo de ácidos grasos se refiere, el hígado
puede llevar a cabo la síntesis y oxidación de estas
moléculas, así como su exportación a otros tejidos
del organismo. De esta manera, la coordinación de
todos esos procesos depende de la acción de una
serie de efectores celulares, que son liberados en
respuesta a diferentes situaciones fisiopatológicas.
La principal etapa reguladora del flujo a
través de la ruta de oxidación de ácidos grasos es
la catalizada por la camitina palmitolitransferasa 1.
Desde que en 1977 se descubriera la inhibición
mediada por malonil-CoA de la CPT-I este meca-
nismo que permite explicar la regulación coordina-
da de la síntesis y oxidación de ácidos grasos, ha
sido considerado como el principal proceso impli-
cado en la regulación a corto plazo de la CPT-í.
Sin embargo, estudios llevados a cabo en nuestro
laboratorio a mediados de la década de los 80 con
hepatocitos permeabilizados en los que es posible
determinar la actividad CPT-1 in situ sin necesidad
de recurrir al aislamiento de mitocondrias, pusie-
ron de manifiesto que diversos factores pueden
modificar la actividad de la CPT-l de manera esta-
ble e independiente de malonil-CoA. Puesto que
dichos experimentos no permitieron dilucidar el
mecanismo implicado en la regulación indepen-
diente de malonil-CoA de la CPT-1, en la presente
Tesis Doctoral se ha llevado a cabo un estudio
detallado sobre las posib!es bases bioquímicas de
la regulación a corto plazo e independiente de
malonil-CoA de la CPT-1.
En el primer bloque de resultados de este
trabajo (Capítulo 2.1), se describen los efectos del
ATP extracelular y los cambios en el volumen
celular sobre la actividad CPT-1 y la oxidación de
ácidos grasos que, en ambos casos parecen utilizar
esta vía de regulación “independiente de malonil-
CoA”. Una vez que la existencia de esta regulación
de la CPT-l pareció confirmarse, en un segundo
bloque de resultados (Capitulo 2.2), estudiamos
qué mecanismos intracelulares podrían determinar
estas modificaciones de la actividad de la enzima.
Para ello utilizamos el ácido okadaico como he-
rramienta que permitiera establecer si en dicha
regulación de la CPT-l estaban interviniendo pro-
cesos de fosforilación desfosforilación. Por último
en un tercer bloque (Capítulo 2.3) se apuntan las
posibles implicaciones fisiológicas de este meca-
nismo, tanto a nivel de su potencial implicación en
procesos de . malignización celular como de su
coordinación con el mecanismo dependiente de
malonil-CoA ya previamente establecido. Final-
mente, la presente memoria incluye una discusión
general de los resultados obtenidos, en la que se
exponen las conclusiones finales del trabajo reali-
zado (Capitulo 3).
El hígado desempeña una función funda-
mental en la distribución de sustratos a los distintos
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Capítulo 2 Resultados y Discusión
INTRODUCCION
Como ya se ha señalado anteriormente en el apartado de Introducción
General, las diferentes situaciones fisiopatológicas en las que se puede
encontrar el organismo, conducen a la liberación de una gran variedad de
mediadores extracelulares que ejercen su efecto sobre el metabolismo hepático.
En lo que a la regulación de la oxidación de ácidos grasos se refiere, la insulina
y los factores de crecimiento inhiben mientras que el glucagón activa a la CPT-
1 la enzima limitante del flujo a través de esta ruta (Guzmán y Geelen, 1993).
En el presente capítulo, se estudian los efectos que otros mediadores (tales como
los agentes que movilizan Cafl, o situaciones fisiológicas (cambios en el
volumen celular), pudieran ejercen sobre la actividad CPT-I.
El ATP extracelular, que puede ser liberado en respuesta a diferentes
estímulos por diversos tejidos (El-Moatassim et al., 1992), puede ejercer sus
efectos a través de toda una serie de receptores (Windscheif, 1996). A nivel
hepático, el ATP extracelular actúa sobre el receptor P2~, estimulando la
hidrólisis de fosfoinosítidos (Windscheif, 1996) y mediando así un incremento
en la concentración citosólica de Ca
2~ y de diacilglicerol. Por ello, se utilizó
ste compu sto or o m delo para estudiar los efectos que este tipo de agentes
pudieran ejercer sobre la actividadCPT-I.
Los cambios en el volumen celular, también constituyen un importante
mecanismo regulador del metabolismo hepático (Háussinger, 1996), de tal
manera que el hinchamiento de los hepatocitos se encuentra relacionado con la
activación de rutas anabólicas, mientras que su deshinchainiento lo está con la
de mias catabólicas (Háussinger, 1996). Los posibles efectos de los cambios en
el volumen celular sobre la actividad CPT-1 no son aún conocidos. Los
resultados que se exponen a continuación confirman que la actividad CPT-1
también puede verse controlada a corto plazo por agonistas que movilizan Ca2~
y por cambios en el volumen celular.
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Effects ofextracellularATP on hepatic fatty acid metabolisna.
Am. J. Physiol. 270 (Gastrointest. Liver PhysioL 33): G701—
G707, 1996.—Incubation of rat hepatocytes with extracellu-
lar ATP inhibited acetyl-CoA carboxylase (ACC) activity and
fatty acid aynthesis de novo, with a coneomitant decrease of
intracellular malonyl-CoA concentration. However, both car-
nitine O-palmitoyltransferase 1 (CPT-I) activity and ketogen-
esis from palmitate were inhibited inparallel by extracellul.ar
ATP. fle inhibitory effeet of extracellular ATP on ACC and
CPT-I activities was not evident in Ca2~-depleted hepato-cytes. Incubation of hepatocytes with thapsigargin, 2,5-di-(t-
butyl)-1,4-benzohydrOquiflOne (BHQ), orA-23187, compounds
that increase cytosolic free Ca2~ concentration ([Ca2i¡),
depressed ACC activity, whereas CPT-I activity was una!-
fected. The phorbol ester 4~3-phorbol 12~-myristate iSa-
acetate <PMIA) increased ACO activity, whereas it decreased
CP1’-I acfivity in a nonadditive manner with respect to
extracellularATE The inhibitory effect of extracellular ATP
onACO activity was also evident iii the presenceof bisindolyl-
maleimide, a apecifle inhibitor of protein limase C (PKC),
whereas this compound abolished the extracellular ATP-
mediated inhibition of CPT-I. In addition, the PMA-induced
inhibition of CPT-I waa not potentiated by thapsigargin,
BHQ, orA-23187. Resulta thus show 1) that the intracellular
coneentration ofmalonyl-CoA is not the factor responsible for
the inhibition of hepatie long-chain fatty acid oxidation by
extracellular ATP, and 2) that the inhibition of ACC by
extracellularATP may be mnediated by an elevation of[Ca2~]~,
whereas CFT-I may be inhibited by extracellularATPthrough
a FKC-dependentmechamsm.
adenosine 5’-triphosphate; fatty acid metabolism; protein
kinase C; hepatocyte
TItE BINnINO OF MANY hormones aud growth factors to
their plasma membrane receptora ja coupled through
phospholipaae C activation to the formation of two
second mesaengera, diacylglycerol, which activatea pro-
tein kinase O (Pl(O) (1, 21), and inositol 1,4,5-
trisphosphate, which releases Ca2~ from intracellular
stores, thereby transiently raising cytosolic free Ca2~
concentration ([Ca2~]
1) (1). In hepatocytea, receptor-
mediated phosphoinositide breakdown occura in re-
aponse to a number of Ca
2~-mobilizing effe tors such as
vasopresain, angiotensin, a
1-adrenergic agenta, ami
extracellular ATP (6). ATPis released to the extracella-
lar medium from several celí types, including neurona,
platelets, and ebromaifin celia of the adrenal medulla
(8, 9); it interacta with speciflc receptors (P2-purinergic
receptora) on the surface of many different celís, in
which it regulates many physiological proceasea (8, 9).
In isolated hepatocytea or perfused liver, similar to
other Ca
2~-mobilizing effeetors, extracellularATP nota-
bly atimulates glycogenolysis, gluconeogenesis, tricar-
boxylic acid cycle activity, and ureagenesis (8, 9).
In contrast to this knowledge on the effects of extra-
cellular ATP on hepatic carbohydrate and nitrogen
metabolism, as fa as we know the effeets of extracelín-
lar ATP on hepatie fatty acid metabolism have not yet
been atudied. Thus in the present study we examine in
detall the effects of extracellular ATP on the different
fatty acid-metabolizing pathways in rat hepatocytea. In
addition, it has been suggested that the regulation of
sorne hepatic enzymes by Ca2~-mohilizing agenta may
be solely mediated by the diacylglycerol limb (27) or the
inositol 1,4,5-trisphosphate limb (8, 18, 23, 24) of
membrane phosphoinositide hydrolysis. Thus we also
atudied the contribution of these two componenta of
phospholipid breakdown te the effects of extracellular
ATP on hepatie fatty acid metabolism.
MATE1UALS AND METHODS
Isolation and incubation of hepatocytes. Male Wiatar rats
(250—300 g) with free acceas te foed and water were used
throughout tIria atudy. Ml the animal protocola deseribed
below followed the guidelines of the Spaniah Ministry of
Health. Hepatocytes were isolated by the collagenase perfu-
sion method described by Beynen et al. (2). ‘Ib minimize
glycogenolyais, glucosa (20 mM) waa added to aJ.1 the buifera
employed in the isolation procedure (5). Because lipogenesia
is markedly depresaed just añer hepatocyte isolation, celia
were incubated for 15 mm at 37’C iii a gyratory metabolic
ahalier and subaequently ifitered through nylon mesh before
use(S). Celí viability, as determined by trypan blue exelusion,
always exceeded 90% in the final hepatocyteauspension.
Except for [Ca2i
1 detenninationa (sea below), hepatocytea
were incubated iii Krebs-Henseleit bicarbonato buifer (Ca
2~
concn 2.5 mM) suppl ment d with 10 mM glucose and 1%
(wtivol) defatted and dialyzed bovina serum albumin. Incuba-
tiona (4—6 mg ofcelular protein/ml) were performed in a total
volume of2 ml at 3700, withconatant shaldng (85 oscillationa!
mm) andunderan atmosphere of O~-CO~ of 19:1.
Catmt-depleted hepatocytea were used lii sorne experirnenta
(sea Table 2). For thia purpose. afler isolation, hepatocytes
were waahed twice in Ca2~-free Krebs-Henseleit bicarbonate
buifer supplemented with 0.5 mM ethylene glycol-bia$-
a,ninoethyl ether)-N,N,N’ ,N’-tetraacetie acid and further
incubated in tWa medium for 20 mm under the aforemen-
tioned conditiona before use (22).
Rutes of fatty acid synthesis, esterifrcation, and oxidation.
For the determination ofratas offatty acid synthesis de novo,
reactiona were atañed by the addition te ccli incuhationa of
either [1-’4C]acetate(0.1 Ci/mol, 3 mM final concn) or 3H
20
(0.4 CM in the final incubation). Total fatty acida were
extracted according to the method ofTijburg et al. (25).
For the detennination of rates of fatty acid esterification
into triacylglycerola and phoapholipids, reactiona were atañed
by the addition te ccli incubationa of either [U-’
40]palmitate
(0.05 Ci/mol, 0.4 mM final concn) bound to albumin or
G7010193-1857/96 $500 Copyright n 1996 the American Phyaiological Society
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[U-14C]glycerol(0.2 Ci/mol, 0.5 mM final concn). Cellulartriacylglycerols ami phospholipids were isolated by thin-layer
chro¡natography and quantified as described by Tijburg
st aL (25).
For ita determination of ratas of fatty acid oxidation,
reactiona were atañed by the addition to ceil incubationa of
[1-’4C]fatty acid (either palmitate or octanoate, 0.05 CiImol,
0.4 mM final concn) bound te albumin. Oxidation producta
(both acid-soluble producta ami CO
2) were extractad ami
quantiñed exactly as described before (10). Ketone bodies
routinely repreaent 80—90% oftotal acid-solubleproducta (10).
Finzymatic assays. Acetyl-CoA carboxylase (ACC) activity
was determinad ja digitonin-penneabiitad hepatocytes as
the incorporation of radiolabeled acatyl-CoA into fatty acids
la a raaction conpled to the fatty acid synthase (FAS) reac-
tion. This method avoids the number of interferences inher-
ant to ita classic bicarbonate-fixation aasay of ACC activity
(5). Te measure enzynie activity, 100 pl of hepatocyte suspen-
sien was added to 100 pl of prewarmed digitonin-containiflg
aasay medium exactly as describad by Bijleveld andGeelen (5).
FAS activity was monitored in digitonin-permeabilized
hepatocytas as described previously (5).
Carnitine O-palmitoyltransferase 1 (CPT-I) activity was
determinad in digitonin-parmeabilited hepatecytas aB the
tetradecyiglyeidate (TDGA)-sensitive incorporation of radiola-
beled L-carmtine into palxnitoylcarnitine. In brief, hepato-
cytea were preincubated for 20 mm in the absence or presente
of5 wM TIJGA, apotent andspeciflc inhibitor ofCPT-I (7, 12).
Aliquota ware removed from both sets of incuhationa to
monitor CFT-1 activity. For that purpose, 100 pl of hapatocyte
suspansien was added to 100 pl of prewarmad digitonin-
containing assay medium exactly as described by Guzmán
and Gealen (12). Peroxisomal CFI? activity was determinad lii
the sanie incubationa as tha TDGA-insensitive, malonyl-CoA-
sensitiva hepatoceHular CFI? activity (12).
Lactate dehydrogeaase activity was determinad by a stan-
dard spectrophotometric methed (29).
Determination of [Ca
2~.l~.H patocytes (2—3 mg of cellular
protainl l) were incub ted witb 6 pM indo 1-acetoxymethyl
ester (indo 1-AM) in bicarbonate-free Krebs-Henseleit me-
dium suppiemeated with 10 mMN~2.hydroxyethylpiPeraZin5
N’~2-ethanesulfoniC acid-NaOH (pH 7.4). 10 mM glucosa, and
1% (wt/vol) defatted and dialyzed bovina saruin albumin. Ita
incubation was performad at 370C for 45 mm with constant
shalci.ng (85 oscillations/min).
The fluorescence of indo 1-loadad calla wasexcitad by a5-W
laser tunad to 345—365 sun, and the amitted fluorescance was
simultaneously measurad at 895 t 12.5 nm (for Ca2t~bound
indo 1) and 488 ±5 nm (for Ca2t-free indo 1) in a FACStar
Plus (Becton Dickinson) Iiow cytometer
Oth-eranalyticalproeedures. Intracellular lavela of malonyl-
CoA ware detarmined in neutralizad perchloric acid celí
extracta by a radieenzymatic mnethed as describad by Baynan
et al. (2). Protein was determinad by the merhod of Lewry at
al. (19). with bovine sarum albuminas standard.
Materíais. [1-’4C]acatyl-CoA (54 CiImol), [1-’4C]acetate (56
CiImol), 3H
20 (5 CiImol), [1-’
4C]palniitic acid (58 Ci/mol),
[1-’4C]octanoic acid (32 Ci/moll. [U-’4Clglycerol (171 CiImol),
and L-(Me-’4C]carmtlfla (54 Cf/mal) wera suppliad by Anier-
shani International (Ainershani, Bucks, UK). Digitonia, colla-
genase (type 1), 4~3-phorbol 12r3-myristate iSa-acetata (PMA),
and ATP were purchased from Sigma Chemical (St. Louis,
MO). TIRiA was a gift from Dr. M. J. H. Geelan, Utracht
University, The Natherlands. Bisindolylmalaintide, thapsigar-
gin, A-23187, ~,5~di.(t.butyl).1,4-banZOhytfrOqrnnOne (BHQ),
and indo 1-AM wara from Calbiocham (San Diego, CA).
Statistical analysi-s. Unlees ctharwise indicated, resulta
are meana ±SD of the number of aniinals indicated in every
case. Ceil incubationa and/or enzyme assays were always
carried out iii triplicate. Statiatical analysis was performed
by Studant’s t-tast.
RESULTS
Ita affeeta of extracallular ATP en fatty acid synthe-
sis and oxidation were studied in isolated rat hepato-
cytea. In addition, digitonin-permeabilizad hapatocytes
were uaed for the study of tha effects exerted by
extracallular ATP en the activity of ACO (a kay regula-
tory enzyme of fatty acid syntheais de novo in the liver)
and CPT-I (an important regulatory site ofhepatic fatty
acid oxidation). Exposura of hepatoeytea to the concen-
tration of digitonin used in our system (—40 pg/mg of
cellular protein) liberatea more than 95% of total
lactate dehydroganase (a cytosolic markar enzyme)
within 15 8(11, 12). The intagrity of the mitochondrial
ontar and inner membranas is preved by the fact that
lasa than 1% of total monoamine oxidase (a mitochon-
drial outer membrana marker enzyme) and of total
glutamate dehydrogenase (a mitochondrial matrix
ma.rker enzyme) la raleased from tha permeahilized
celia after 1 mm of exposure to digitonin (11, 12).
Because extracellular ATP acta on hepatic matabo-
lism in a vary rapid fashion (8, 9), and because it is
actively hydrolyzad by plasma membrana ecto-adanosin-
etriphoaphataaes (8, 9, 18), the incubation times usad
in the presant study wera vary ahort. Itese incubation
timea ware observad to allow maximal effects en the
parametera experimental1)’ determinad (resulta not
shown). In the casa of maasurements of ratas of fatty
acid synthesia, esterification, and oxidation, incuba-
tiona wera carried out for np te 5 mm to achieve
adequate incorporation of the radiolabeled subatrates
into producta.
Prolongad exposura of rat hepatocytes te high desea
of ATP has been ahown te produce cytotoxic affects (31).
Howaver we did not observe any cytotoxic affect of thia
compeund in our short-term cali incubationa. Thua
challenge of hepatocytea te 200 pM ATP for 5 mm did
not induce any signiñcant variation of calí viability, as
determinad by both trypan bíne axcluaion and lactate
dehydrogenaae ralease.
Sifects of extracellular A7’P on Upogenesis. Incuba-
tion of hepatocytea with ATP markadly decreased the
rata of fatty acid synthesia de novo when [‘4C]acetate
was usad as asubatrate (Tabla 1). Similarly, extracalín-
lar ATP depresaed fatty acid synthesia da novo by
39.3 t 6.4% (n = 3, P <0.01) when 3H
20 was usadas a
subatrate. Thia decreasa corralatad well with the extra-
cellularATP-mediated inhibition ofACC activity (Tabla
1). Likawiae, the intracellular concentration of malonyl-
CeA, the product of tha carboxylase-Catalyzad reactron
and a phyaiological inhibitor of CPT-I (20), waa de-
creased in parallel by extracellular ATP (Table 1). FAS
activity was not affected by extracellularATP (Tabla 1).
Because ATP is a aubatrate for ACC and it is not
removed from tha mediunz before asaays are conducted,
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Tabla 1. Effect of extracellular A=PPen hepatie fatty
acid synthesis
Additions te the Incubationa
Parameter n None 100 pMATP
Rata offatty acid synthesis 6 25.3±0.6 16.8 ±2.1*
ACC aetivity 9 0.74±0.08 0.45±0.16*
FAS activity 9 22:0.3 2.3±0.4
Malenyl-CoAcencfl 4 0.089±0.011 0.055±0.006*
Hapatocytas were incubated in absenee nr in prasance nf 100 pM
AlT for 1 mii,. Than, calle wera usad fer measnrement of acetyl-CoA
carboxylase (ACC) and fatty acid synthase (FAS) activitias, aB well so
malonyl-CoA concentration. TEa rata offatty acid synthasis de aovo
was monitored ja paraba! cali incubationa. In this case, [‘4C]acetate(3 mM final cenca) andATP (100pM final conca) ware siinultaneousiy
added to tEa incubationa, which were allewad to rin for 5 mii,.
Enzyme activitias are axprassed aB nanomolesof preduct par minute
par milligTam celluJar pretain. Malenyl-CoA teveis are axpresaed as
nanemoles par milligran caltular protain. Bates of fatty acid syntha
ala are expressed as nanomoles acetyl unita par Emir per milligram
ceildar protain. Signiflcantly ditTarent from incubationa with no
additions: *~ <0.01.
it might be argued that tha ATP addad te cali incuba-
tiona might have a direct effact en ACC activity. How-
ayer, hepatocytea are incubated with or without 100 pM
Al?, and te determine ACC activity 100 pl of hapato-
cyta auspansion was addad te 100 pl of assay mixture
contaiing 4.0 mM ATP subatrate (sea MATERIALS AND
METHODS and Ref. 5).Hence, ACC activity is assumed te
be unchangad when daterinined with either 2.0 or 2.05
mM ATP as substrate.
With regard te fatty acid aateriflcation, no aigniflcant
effaet of axtracallular ATP was detectad en tha incorpe-
ration of axoganeus (‘4C]palmitata into cellular triacyl-
glycerols and phospholipids. Thus the rata of palmitate
esterification (in nmol of [‘4C]paimítata inte
product.h’-mg cellular protain’; n = 3) was 11.5 t
1.3 (incubationa without ATP) or 10.7 t 1.4
nnaol . . mg protein’ (incubationa with 100 pM Al?)
in the case of triacylglycerels, and 29.3 ±2.6 (incuba-
tions witheut ATP) or 28.6 t 4.1 nmol.h’•mg pro-
tein’ (incubationa with 100 pM ATP) in the case of
phespholipids. Similarly, axtracellular ATP had no el-
fact en the incorporation of [‘4C]glycerol into celluilar
lipida. Thus the rata ofglycerol incorporation inte lipids
(in ninol of (‘40]glyceroi into product-h1mg cellular
protein’, n = 3) waa 7.4 ± 1.1 (incubatiens without
ATP) or 7.0 t 0.9 nmol.lv’mg protein’ (incuhatiena
with 100 pM ATP) in the case of triacylglycarols, and
17.8 t 3.5 (incubationa without ATP) or 17.2 ± 1.6
nxnol.h’.mgprotaii0’ (incubations with 100 pMATP)
in the case of phospholipids.
Extracallular ATP might haya an effact en fatty acid
release from cellular lipids. Te tast that pessibility,
hepatocyte lipids were prelabelad by incubating the
cells for 5 ruin in tha prasenca of 0.4 mM [‘4C]palmitate.
Hepatocytas were subsequantly waahed and furthar
incubated for 5 mm in a radioisotope-free madiuin in
tha absenca or prasanca of 100pM ATE However, under
these conditions fatty acid ralease from hepatocellular
lipids waa negligibla in both control and ATP-contain-
ing incubationa.
Effects of extracellular I4IP en fatty acid oxidation.
The rata of kategenasia fron palmitate was depresaed
by tha addition of Al? te the hepatocyta incubation
medium (Fig. 1). However, axtracellular ATP had no
signiflcant affact en the rata of keteganasis from octano-
ata (Fig. 1). It is wall astablished that palmitate is
transportad into mitechendria by a carnitina-dapan-
dant procesa, whareas ectanoata may enter mitechen-
dna indapandantly of carnitine (4, 20, 30). marafora,
this rasult suggests that tha target for extracallular
ATP actien might be CPT-I; ether cemponants of the
fatty acid-transíecation systam, namely long-chain acyl-
CeA synthatasa, carnitine:acylcarnitine transíecase, and
CPT-II, are generally not considerad te play a sígmfl-
cant ragulatory reía in tha transpoñ of leng-chain fatty
acids inte the mitochondrial matrix (4, 13, 20, 30). As
can be sean in Fig. 1, hepatic CPT-I activity was
daereased by extracallular ATE Howayar, axtracellular
ATP did not exert any affact en parexiaemal CPT
activity (0.53 ± 0.09 and 0.52 t 0.06 nmol
product . min’ mg cellular pretein’ in incubations
witheut additiens or with 100pM ATP, raspactively).
lb test whethar ATP might haya a direct effact en
CPT-I, anzyma activity waa determinad in isolated livar
mitochondria incubatad in the prasenca ofup to 0.5 mM
ATP. CPT-I activity was also determinad in tha parma-
abilizad cali aasay altar hapatocyte praincubation with
no additiens axcept 100 pM Al? addad te tha digitonin-
contaiing assay mix. Howevar, we ceuld not datact any
effaet of ATP en CPT-I activity in eithar of the twe
assays.
In eur isolated hepatocyte systam, acid-soluble prod-













Fig. 1. EfTaet of axtracellularATP en katogeaesis from palmitata and
octaneata, anó en tl,e activity of carnitine O-paimitoyttr&taferasa 1
(CPT-D. For datermination of the rata of ketogeaasis, hepatocytas
wara incubated for 5 mii, with either 0.4 aiiM [“C]palmitata (O) orO.4
mM [‘4C]octanoata (e) in presenca of increaaing coacentrationa of
ATP. Maxiinal (100%) vatuas ofhepatickatoganasis for [‘4C]pabnitate
and I’4Cloetanoate wera 67.4 ± 3.8 and 141.7 16.1 amol fatty
acid h’ -mg caflular protaiw’ into acid-setubla producta, raspee-
tively. For datarmination of Cli?-! activity (E), hepatocytes nra
incubatad for 1 mm in prasence of increasing coacentrations ofATP.
100% Value ofCIi?-I aetivity wae1.86±0.24nmol preduct.miir’ mg
cellular proaaic’. Resulta corraspond to 4 different aniinals. Nota
acale ony-ans.
lee
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Tabla 2. Lack of effect of extracellular AJ’Pon
fatty acid synthesis and oxidation in
Ca2 <depleted hepatocytes
Paraneter














Ca~-deplatad hepatocytes were jacubated ji, absenca or in pras-
once of 100pM ATP for 1 mii,. Than, calls wera usad for measuremant
ofACC nad carnitine O-palmitoyltransfarasa (CPT-I) activities. Batas
of fatty acid synthesis da novo and ketogenesis from palinitata ware
monitored ja parallal cal¡ incubationa. fa this case, either !‘4C]ac-
atate (3 mM final conca) or L’4Clpahnitate (0.4 mM final conca),
togetber with ATP (100 pM final cencn), were simultaneeuaty added
to incubatione, which ware aflowad tú run for 5 mii,. Enzyne
activities are axpressed aB nanomoles of product par minute par
axilligramn cellular protain. Batas of fatty acid synthesis are exprassad
aB nanomolas acety¡ unite per heur par milligran callular protain.
Ratas of ketoganasís ara axpressad aB nanomolea E14C]pahnitate jato
acid-solubla producta par Ecur par milhigran callular protoin. Resulta
corresponil te 4 differant animals.
products whan [‘4C]palmitate is usad as a subatrate.
Neyarthelaas, wa also determinad the affact of axtracel-
lular ATP en fatty acid oxidation te CO
2 by hepatecytes.
Extracallular ATP had a dual effect en palmitata oxida-
tien, since katona bedy fermation was reducad (sea
aboye), wharaas CO2 preductien waa netably enhanced.
Thua CO2 production was 10.2 t 2.9 (incubatiena
witheut ATP) or 16.2 ± 4.0 amol-h~mg cellular
protain’ (incubatiens with 100 pMATP) (n = 4, P <
0.01). la any case, palmitata oxidation te total products
was signiflcantly inhibitad by extracallular ATE Valuaa
ebtained in thia case wera 82.1 ± 9.2 nmol~h’•mg
cellular protain’ for incubatiena witheut ATP and
67.5 t 2.5 nmel•lv’•mg cellular pretein’ for incuba-
tiena with 100 pMATP (n = 4, P <0.01).
Modulation of the effects of extracellular ATP by
compounds that change [Ca
2’]
1 and PKC activity. It has
bean suggested that tha regulation of soma hepatic
Fig. 2. Modulation of tEa cifecta of ex-
traceilular ATP on acatyl-CoAcarboxyl-
ase (ACC) actjvity by compeunda that
change cytosolic frea Ca
2~ concantra-
tion tCa2~t> and protain kiaasa C
(PKC> activity. Hepatocytes ware prain-
cubated for 5 mii, with no additiens (—)
or with Cia pM) 0.1 thapaigargin (TSG),
10 2,5-di-(t.butyt)-1,4-beazohydroqul-
<BHQ), 2 A-23187, 1 413.phorbol
12a-myristata iSce-acatate (PMA), nr 2
bisiadolylmaleimide (BlM). Hepato-
cytas were furtEer incubated for 1 mii,
in absenca (open bara) or prasence
(hatohed bare) of 100 pM ATP. TEen,
ACC activity was determinad. Resulta
are S’c ofactivity relative te ineubatione
with no additions aad cerrespoad to
3—4 difl’erent anisnala. Maxbnal (100%)
value of ACO activity was 0.80 0.11






teic’. Signiflcaatly differant from inca-




anzymaa by Ca2’-mobilizing hormones may be selaly
madiatad by tha diacylglycarol limb (27) er tha inesitel
1,4,5-trispheaphate limb (8, 18, 23, 24) of membrana
phosphoinesitida hydrelysis. Hence, wa attempted te
determina the centributien of thasa two cemponanta te
tha aferamentiened effacts of axtracallularATP enACC
aad CPT-I. Fer this purposa we usad Ca2-deplated
hapatocytes; depletien of intracellular Ca2~ steras un-
der thesa cenditiens was assassad by tha lack of affect of
thapaigargin and BHQ en ACO activity (sea balow). In
additien, we usad a number ef compeunda that specifl-
cally 1) increasa [Oa2~]~(tha intracallular Ca2~ releas-
era thapsigargin and BHQ, and tha Ca2~ ionophore
A-23187) (9) er 2) medulate PKC activity (a PiCO
stimulator such as tha phorbel aster PMA and a spacific
enzyma mhibitor such as bisindelylmalaimida) (1,21, 26).
The inhibitien inducad by extracallular ATP en ACO
activity and fatty acid synthasis de nove waa net
evidaat in Ca2tdaplated hapatecytes (Tabla 2), indicat-
ing that Ca2’ should be involved in thasa effecta.
Incubation of hepatecytas with thapsigargin, BHQ, er
A-23187 dacreasad ACC activity beth alone and in
combination with axtracallular ATP (Fig. 2). PMA in-
creased ACC actiyity, whereaa bisindelylmalaimide did
net aigniflcantly affect anzyme activity (Fig. 2).Further-
mora, the affaet of extracallular Al? en AOC activity
was alse evidant in tha prasance of the PiCO inhibiter
(Fig. 2).
Tha inhibition ofACO by agenta that increasa [Ca2~]~
(Fig. 2) showad a goed relatien with tha magnituda of
the elevatien of [Ca2’]
1 (Tabla 3). Thus extracallular
ATP, thapsigargin, and BHQ, cempeunda that trigger
the ralease of Ca
2’ frem intracallular stores s wall as
cap citative influx of extracellular Ca2~ (1, 6, 9),
induced a mere remarkable alavation of [Ca2~]
1than
the ienephore A-23187 (Tabla 3). When thapsigargin or
BHQ was addad te the incubation madiun tegethar
with extracalhilar Al?, the magnitude of the elayation
of [Ca
2~]
1(Tabla 3) and tha inhibitien of ACO (Fig. 2>
were slightly enhanced comparad with the actien ofthe
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Tabla 3. Effect of extracellular AIF, thapsigargin,
RHQ, azul A-23187 on[Ca
2ÉL in isolatedhepatocytes
















Afta indo 1 ¡oadirxg, hapatocytas wera jncubated wjth tha addi-
tiona indicatad at 37’C, aad tha intracallular indo 1-emjttad fluoras-
canee light was detarmined by flow cvtúmatry. Data are % of
jncubatjons with no additjons (% of control) and reprasent marimuin
value of fluorescenca intensjty at 395 12.5 ma relativa tú that at
488 5 nm. ISaac peak valuas ware routinaly obtajnad 45—75 a after
addition offha djffereat Ca
2~-mebihzjng agente. flata correspoad tú a
representativa experjment that was rapeatad 3 times with similar
resulta. BHQ, 2,5~di.(t-buty¡)-1,4-benzohYdrOqmnOaC.
both ACC activity (Fig. 2) arid [Ca2’]t (Tabla 3) was
markedly potentiated by extracellular ATE
Extracallular ATPwas unable te deprasa CPT-I actiy-
ity arid Rateganasis frem palmitate in Ca2’-dapletad
hapatocytas (Tabla 2).Although this may indicate that
Ca2’ should be involvad in thasa affects, hepatocyta
incubation with thapsigargin, BHQ, er A-23187 had no
effect en CPT-I activity (Fig. 3). Qn the othar hand,
PMA decreased CPT-I activity in a nonadditive and
quantitativaly similar marinar with respact te axtracel-
lular ATP (Fig. 3). Moreover, bisindolylnialaimida abel-
ished the extraeeilularAl?-ínediated inhibition of CPT-I
activity (Fig. 3). Bisindelylmaleimide also antagenizad
tha extracallular ATP-depandent inhibition of CPT-I
whan thapsiga.rgin, BHQ, or A-23187 waa presant in
the incubation medium (resulta net shown). The depen-
dency of the antilcetogenie affact ofextracellularATP en
Ca2~ (Tabla 2) may thus reside in a step prior te PKC
activatien. Interestingly, tite PMA-induced inhibition
of CPT-I activity waa not avidant in Ca2’-depleted
hepatecytas (results not shown). Moreovar, tite PMA-
induced inhibition of CPT-I activity observad in Ca2’-
contaiing hepatocytas (Fig. 3) was not potentiatad by









ity (as a parcentaga of incubations with no additiens,
n = 3) were 73 ±4% (incubations with 1 pM PMA?1,
73 t 3% (incubations with 1 pM PMA plus 10 pM
BHQ), 72 5% (incubatiens with 1 pM PMA plus 0.1
1iM thapsigargin), and 75 t 5% (incubatiens with 1 piM
PMAplus 2 pMA-23187).
DISCUSSION
In tha praaant atudy we show that axtracellularATP
markadly affecta hapatic fatty acid matabolism. Tha
parallel inhibitien of ACC arid fatty acid syntheaia de
nove by extracallular ATP supperts tite general view
that ACC is a key regulatory point of tha fatty acid-
synthasizing proceas (13). Malonyl-CeA, tite preduct of
tite reactien catalyzad byACC, isa phyaielogical inhibi-
ter of CPT-I and playa an essential reía in tite ceerdi-
nata control of fatty acid synthasis and exidatien in tite
livar (4, 13, 20, 30). Tha extracellular ATP-induced
dapressien of itepatie ACC activity lad te a parallel
decrease in malonyl-CoA centent. Bacause CPT-I actív-
ity and palmitata oxidation were inhibitad by extracel-
lular ATP, titis would indicate that tha intracallular
cencentration of malonyl-CoA is net tha factor raspen-
sible for the ragulation of hapatie leng-chain fatty acid
oxidation under theaa conditiona. It should also be
pointad eut that te measure CPT-I activity we haya
permeabilized tite plasma membrane, arad titis has
causad tite cytesol te leak out of tite calí, laachng te a
larga dilutien of cytoaolic componanta, including malo-
nyl-CoA (11, 12). In titis respect it is netewortity that
tite shoñ-term modulatien of CPT-I by extracailular
ATP (rasults not shown), hepatocyta awalling (15), er
tite piteapitatasa inhibiter ekadaic acid (14) la very
stable, since thay survive hepatocyte permeabihzation,
extensive waahing of the permeabilizad calla, arad sub-
sequent incubation of tha parmeabilizad celís at 37
0C
for at leaat 10 mm. Thus, although inhibition of CPT-I
by malenyl-CoA la a wall-described property of tite
anzyme (4, 13, 20, 30), ether types e! ragulatery macha-
nisma may be invelvad in tite shert-tertn control of
hapatic CPT-I by cellular effactors (cf. Ref. 14).
Tha malonyl-CeA-indepandant inltbition of hapatic
CPT-I activity by extracalluilar ATP is accempaniad by a
dual effect en mitochondrial fatty acid oxidation, sinca
Fig. 3. Medulation ofcifacte of extracal-
lular ATP on CPT-I activity by con-
pounds that changa [Ca2’]
1 and PKC
actjvity. Hepatocytes were preenea-
batod fer 5 mii, with no additiona (—br
with (ja pM) 0.1 TSG, 10 BHQ, 2
A-23187, 1 PMA, or 2 BlM. Hepato-
cytes wera further incubated for 1 mm
ja abseace (opea bara) or prasence
(hatehad bara) of100 pM ATP, and ten
CPT-I activity was determinad. Results
are % of activity ra¡ative tú incubationa
with no additions and correspond tú
3—4 differant animala. 100% Value of
CPT-I actjvity ng 177 : 0.35 mno¡
preduct.mia< -mg celular pretein’.
Note ecale en y-axis. Significantly differ-
ant fron jacubationa with no additions:5P < 0.01.o ~I~sc RHO AfllS7 PMA SIM
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ketone bedy formatien is deprassed while CO2 produc-
tien ia enhanced. Thus axtracellular ATP may reduce
tite antry of fatty acyl-CeA into hapatie mitecitendria
and divart mitochondriail acetyl-CoA inte tite tncarbex-
ylic acid cycla at tite expense of tite keteganic pathway.
Tite atimulation of CO2 fermation itas alse been ob-
servad in the case of etiter Ca
2~-mobilizing aganta sucit
as sopresain and a
1-adrenergic agents (e.g., sea Re!s.
6, 11, 22), witareas tha inhibition of itepatic CPT-I
activity and ketogenasis by vasopreasin (11, 22) and
a1-adrenergic agenists (results net sitewn) itas been
deseribad as well. Heweyar, otitara haya reportad titat
a1-adrenargic agenta stimulata er haya no effect en
itepatic katoganesis (cf Re!. 13). In any case, eur rasults
are in agraamant witit the netion titat apart frem CPT-I
otitar factors may exert control ovar tite fatty acid-
exidativa precass in the liver at tite intramiteehondrial
layal (sea Rafs. 13 and 30 for reviaw).
Tite effects of extracallular Al? and otiter Ca
2t~
mebilizing effectera en livar metabolism are believed te
be dependant en receptor-mediated breakdewn of mem-
brana phespitatidylinoaitel 4,5-bispitespitate te pro-
duce diacylglycerel and inositol 1,4,5-trispitoapitata
(1, 6). Extracallular ATP is also able te trigger tite
recepter-mediated hydrelysis of piteaphatidylciteline
and pitospitatidyletitalielamifle by membrana phospito-
upases (8, 9). In soma cali types, sucit as platalata and
varleus secretory calís, tite diacylglycarol and the ineai-
tel 1,4,5-trispitespitate limbs of phosphelipid hydrelysis
act aynargically (1). However, titis is not tite case witit
itepatocytes. Thus it has been sitewn titat tite stimula-
tion of glycegan breakdown, gluconeoganesis, and tite
tricarboxylic acid cycla inducad by Ca2~-mobi1izing
agenta in rat liver solely depends en the inesitel
1 ,4,5-trispitespitate cempenant of membrana phospitoi-
nositida itydrelysis, i.a., en tite elevatien of [Ca2>]
1(6, 8,
9). Howaver, tite effecta of extracellular ATP en itepatic
fatty acid metaboliam, as shewn in tite prasent papar,
saam te be mere cemplax (Fig. 4). Titus tite inhibition of
Fjg. 4. Diagram showirg effecta of ex-
tracallular ATP en hepatic fatty acid
metabolism. laesitel 1,4,5-triBpheB-
phate [hab of phosphoinositide hydroly-
sis (jo., tha Ca
2~ connactien) may be
ra ponBibla for inhibition ofACO (and
hence of fatty acid synthesis da novo)
and admulatien of tricarbexy¡ic acid
cycle. Tha diacytgtycerol compoaeat of
phosphelipid breakdown may modutate
the inhihitjon of CPT-I (and hanca of
ketogenesis from long-chain fatty ac-
ida). Effect ofextraceltuiaxATP is shown
aB +, activation; —, inhibitioa; oro, no
effact. KB. katúna boches; LCFA, long-





ACC (and hence of fatty acid synthasis de nove) by
extracellular Al? may be inadiated by tite elavation of
[Ca2<1t. Titis is in lina witit tite ebaervationa that tite
serme residues pitospiterylated en ACC upen hapato-
cyte treatment with pitorbel esters de net corraspond
with sites phoapiterylatad en tite purifiad enzyme by
PKC, and titat PRO-induced phosphorylation of puri-
fiad ACC does net correlate with changas in enzyme
activity (16). In additien, and similar te axtracellular
ATP, a
1-adrenergic agenta inhibit fatty acid synthesia
as wall as acetyl-CoA carboxylasa activity in hapato-
cytas, and this effect may be mediated by Ca
2~/
almodulin-dependent pretain kinasa 11(28). In con-
trast, tite inhibitien of CPT-I (and hence of ketogenaais
from long-chain fatty acids) by extracallular ATP may
be selely dependent en tite diacylglycarol limb of tite
bifurcated macitanism. Tha lattar effect would in turn
raquire a certain laval of Ca2’ in tite cytosel (as sitewn
by tite lack of PMAaffect in Ca2~-depletad itepatocytas),
but it wou.ld net be synergic te elavationa in [Ca2>t (as
shown by tite lack of petantiatien of tite PMA effect by
BHQ, titapsigargin, andA-23187).
Because PMA inhibits CPT-I actiyity, it might be
argued that inhibition of PKC by bisindelylmaleimide
sitould cause an activation of CPT-I. Hewaver, it sitouid
be pointed eut that tite basal activity of itepatecellular
PKC ja very low bacause mest of tite anzyme is presant
in tite soluble fraction (a.g., sea Raf. 28). merafora,
inhibition of this marginal aetivity of PiCO should net
haya any important affect en CPT-I activity. In con-
trast, bisindelylmaieimida sitonid be expected te abel-
ish PiCO-mediatad aventa witen PiCO is fully activatad
by itepatocyte incubation witit pitorbol estara. Thus we
haya observad titat bisindelylmaleimida is abla te bleck
tite PMA-inducad inhibition of CPT-I activity (rasults
net sitown), indicating titat tite inlhihitery affect of PMA
en CPT-I ismadiated by activation of PI-CC.
Extracellular ATP itas been aitown te trigger in vitre
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tite cardiovascular tract and tite nerveus system titat
itave been extrapolated te the pesaibla situation in vivo
(6, 9). In tite case of liver tissue, itowavar, tite atudies
reportad te date itava baen restrictad te tite use of
isolatad hapatocytes er perfusad liver, se tha poasibla
role of ATP in vivo ramains te be fully elucidated (6, 9>.
Ite prasent results suggest a petential physiological
reía for extracellular ATP in the modulation of itepatic
metabolism. Thus, in lime witit eur observationa, sympa-
thetic activation of tite liver, whicit may involve both
catecitelanúnes and extracellular ATP (8, 9), has been
sitown te depresa ketegenesis (3). In additien, stress
mediaters sucit as vasopreasin, catecitelaminas, and
(petentially) extracellular ATP exert similar effects en
itapatie carboitydrate (8, 9) and lipid metabolism (tite
presamt papar) by imcreasing glucoaa ouput from tite
liver te tite bleodstraam and by inhibiting hepatic fatty
acid utilization, thus increasimg tite supply of sub-
stratas fer axtrahapatic tiasues in stress situatiena.
In conclusien, our results show titat extracellular
ATPaxertsstriking effects en itepatie fatty acid matabe-
lism by simultaneously inhibiting fatty acid syntitesis
(and ACO activity) and ketegemesis frem long-chaim
fatty acida (and CPT-I activity). Rasults also indicate
that tite inhibitien of ACO by extracallular ATP is
mediated by am elevatien of cytesolic free Ca2’ concen-
tration, witeraas CPT-I may be inhibited by axtracallu-
lar ATP titrough a PKC-depandent mechanism. This
scenario may be even more cemplicatad, since extracel-
luilar ATP itas been observad te decrease the velume of
liver calla, and titis may cause prefound alteratiems in
hepatic mnetabolism (17).
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Abstract
Incubation of hepatoc~tes under conditions known te increase their vo¡ume. i.e. with amino acids <g¡utamine. pro¡ine> ev in bypo-osmotic medium.
decreased carnitine pa¡n,itoyi-transferase 1 (CPT-l) activity. Tbis effect of hepatocvte swe¡¡ing was antagonized by okadaic acid and dibutyry¡-cAMP.
Physio¡ogica¡ concentrations of g¡uramate inhibited CPT-l activity in digitonin-permeabi¡ized bepatocytes but not in iso¡ated n,itochondria. Resu¡ts
suggest that the amino acid-induced inhibition of CPT-¡ shares a common n,echanism with the amino acid-induced stimu¡ation of acety¡-CoA
carboxy¡ase and g¡ycogen synthase f(¡993) Eur. J. Biochen. 2¡7. ¡083—¡089].
Key words: Carnitjne palmitoyltransferase 1; l-lepatocyte swelling; Glutamine: Ketegenesis
1. Introduction 2. Experimental
Evidence is rapidly accumulating that changes in
hepatocyte volume play an important role in the control
of hepatocellular metabolic function [1,2]. Hepatocyte
swelling induced by several amino acids, notably glutam-
inc amd proline. or by hypotonicity have a number of
anabolic and anti-catabolic effects. such as stimulation
of glycogen [3,4], lipid [4] and protein synthesis [5], or
¡nbibition of glycogenolysis [6] aud proteolysis [7]. Keto-
~enesis is also inhibited by hepatocyte swelling [8]. Al-
though the mechanism responsible for this effect has not
been described. amino acid-induced inhibition of hepatic
ketogenesis was observed te be independent of changes
tn the concentration of malonyl-CoA [8],a physiological
inhibitor of the key regulatory enzyme in the transport
of long-cbain fatty acids into the mitochondrial matrix,
viz. carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT-l) [9—12].
Changes in the kinetic characteristics of CPT-I that
occur in parallel with, or independently of. intracellular
malonyl-CoA concentration have been shown te be in-
volved in a number of short- and long-ten alterations
of hepatic kctogenesis [9—12].Iherefore. the present
work was undertaken te test whether changes in the
intrinsic properties of CPT-I are involved in the amino
acid-induced inhibition of hepatic ketogencsis.
‘Corresponding author. Fax: (341 (¡) 394 4¡59.
2.1. Hepatoevie isolation and incubation
Ma¡e Wistar rats (220—250 g) were used throughout this study. Hepa-
toevíes were isolated as described in [13] and incubated in Krebs—
Henseleit bicarbonate buffer supplemented with ¡ O mM glucose and 1%
(w¡vi defatted and dialysed bovina seruin albumin. tncubatioos (4—6 mg
ofce¡¡u¡ar protein/mí) were carried out in a tota¡ vo¡ume of 2 ml at 370C
under an atmosphere of O,ICO, (191). The osmo¡arily of the medium
(305 mOsm under iso-esniotic conditions) was varied te 225 mosm
(hvpo-osmotic n,edium) or to 385 mOsm (hyper-osmotic mediun,) by
changing NaCí concentration.
2.2. Rare of ketogenests
The rae of ketogenesis was n,onitored in incubatiens containing 0.4
mM l¡.’4C]palmitate (0.¡ CiImo¡) beund te albumin. Reactions were
stopped with 0.5 ml of 2 M petch¡oric acid and ketone bodies were
extractad and quantified as described before 114-¡5]- Ketone bodies
routine¡y acconmed for 85—90% of tota¡ oxidation products.
2.3. CPT-I asso y
CPT-l acíivity was dererniined aB tSe tetradecylg¡ycydate (TDGA)-
senstisve incerporatien of radiolabelled L-carnitine into palmitoylcar-
nitine by chree different methods <A. 5 and O). TDGA is a potent.
specific and irreversible inhibitor oICPT-I 1t4.¡61. In brief. hepatecytes
were incubated lii (he absence or in tice presence of 5 pM TDGA.
A¡iquots were removed fren, both sets of incubations in erder tú mon-
itor CPT activity. In methods A and B. CPT activity was measured in
disziíonin-permeabilized hepatocytes. Both methods were perforníed
usiog the same detergentlce¡¡ protein ratio (ca. 40 pg digitonin/mg cel¡
protein). ¡n meihod A (one-step assay). ¡OOp¡ of hepatoc~te suspen-
sien ‘vas added te ¡00 p¡ of prewarn,ed digitonin-containing assay
medium exact¡y as described in [¡5]. and so the cel¡ penneabilization
and enzyme assay were perfornied at tSe same time. to meshod B
(txvo-s(ep assay¼.hepatocytes were permeabilized and thorougly
~vashed prior to determination of cnzvrne activity. Thus. 1.0 ml el
hepatocyte suspensien was added te ¡.0 m¡ of prewarmed n,edium
containing 0.20 mg digitenin. 5 mM Tris-HC¡ (pH 7.4). ¡50 mM KG.
5 mM EDTA and 5 mM EGTA (CV mediuca). The resu¡ting mix was
genih’ shaken br 5 s and rapidly diluted by tranafer te tabes containing
40 m¡ of ice-co¡d CV mediun,. Permeabilized celís were sedimentad by
centrifugation al 350 x g fer ¡5 s. and pe¡¡ets were resuspended in ¡ .0
ml of prewarmed digitenin-irea CV medium. TSe permnaabilized-ca¡¡
Ah rights reservad.O0¡4-5793/94/$7.O0© ¡994 Federation of EuropeanBiochemical Secieties.
lSD! 00 ¡ 4-5793<94)00405-K
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snspansions ware incubatad at 37C for 5—¡5 minandthenCPTactivitY
was monitored. Finatty, the third melhod mathod O measures enzyme
activity in mitochondria iso¡ated from bapatecyte suspensions as da-
scribed in (17]. When the direct efYect of g¡utamate en 0PTA activity
was studied, iso-esmotic contro¡s were always rl.tfl in para¡le¡ by rap¡-ac-
ing potassium glutamate br idenúca¡ concentratiens of KC¡.
3. Results and discuasion
Incubation of isolated hepatocytes in conditioms
known te increase titeir volume, le. wíth amino acids (10
mM glutamine or 10 mM proline) or in hypo-osmotic
(225 mosm) medium. decreased CPT-l activity, as meas-
ured in digitonin-perineabilized celis by method A (Tabla
It Ihis was accompanied by an inhibition of hepatic
Icetogemesis from palmitate in parallel celí incubations
jable 1). In contrast. a slight increase in CPT-I activity
and in ketegenesis from palmitate was observed in bepa-
tocytes incubated in hyper-osmetic <385 mOsm) medium
(Table 1).
Tite inhibition of CPT-[ and ketogenesis by hepato-
cyte swelling could result from an increase in the intracel-
lular leveis of malonyl-CoA, a physiological inhibitor of
Table 1
Inhibition of 0PTA activity and ketegenesis by hapatocyte swa¡¡ing and
frs reversal by okadaic acid and dibutyryl-cAMP




Hvpo-osmotic medium (n = 6)
Hyper-osmotic medium (n = 4)
10 mM g¡utamine (n = 61
¡OmM pre¡ine (n = 4)
0.5 uM okadaic acid <o = 6)
SO uM dibutyryl-cAMP (o = 6~
Hypo-osmotic medium + 0.5 pM
okadaic acid <o = 6)
Hypo-osmotic medium + 50 pM
dibutyry¡-cAMP <o = 4)
lO mM glutamine + 0.5 pM
okadaic acid (o = 6)
¡O mM glutamine -1- 30 ,uM
dibutyry¡-cAMP (n 4)
¡OmM pro¡ine + 0.5 pM okadaic
acid (o = 4)
10 mM pro¡ine + SO pM
dibutyryt-cAMP n = 4>
78.5± 54’ 8¡.9 ±7.0~
¡18.¡ ~ 3.T ¡16.0± 4.3’
74.7±6.~ 78.4±5.Y
68.9± 8.Y 74.7±8V





¡33.2± 5.0’ ¡28.1 ~ 4.4’
145.9±6.9’ ¡39.5± ¡0.4’
¡ 26.8 ±4.0’ 126.1 ±3.T
Hepaiocytes were incubatad br 30 mm in the prasence of tha additiens
indicated. Than. part of the ca¡¡s were usad for measurament of CPT-l
acciv¡ty in digitonin-parmeabi¡ized hapatoc~tas by maihod A. Tha rest
of tha ca¡¡s wera used for deterniination of the rata of ketogenasis from
J¡—’C]pa¡mitale. Resu¡ts represent the means ±S.D. of the number of
cali preparations indicated o every case. 100% va¡uesof CPT-I activiry
and katogenesis were 2¡6 ±0.43nmo¡ preductlmin x mg ce¡¡ protein
and 78.5 ±8.0 nmo¡ pa¡mitate into productlh x mg ccli protein. respec-
tive¡y. As determined by the Students r-test. Significant¡v diffarent



























Fig. ¡. Inhibition of CPT-I activity by g¡utamate in digitonin-permea-
bilized hepatecytes and its raversal by hepatecyte pretreatment with
olcadaic acid. Hapatocytes were incubated ¡br 30 mm with no additiens
(CI) or in the presenca of cither ¡OmM g¡utamine (e), 0.5 MM okadaic
acid (a). or tú mM glutamine plus 0.5 pM okadaic acid (U). Then. celís
were permeabihzed. washed in an excess of CV mediun,. and incubated
at 3TC for 5—¡5 mm with increasing concentrations of glutamate.
CPT-I acíivity was determined lo those permeabi¡ized ce¡ls by method
B. A¡ternatively. CPT-I activity was detam,ined by method O lo mito-
chondria isolatad from hepatocytas incubated with no additions <,j.
Resu¡ts represent the means ±S.D. of 4 cali praparations.
CPT-I [9—12].lzlowever, Baquet et al. haya showm that
the amino acid-induced inhibitien of hepatic ketogenasis
can occur independently of increases in malonyl-CeA
cencantration [8]. In the present study, the simultaneous
permeabilizatien of the plasma membrane and assay of
CPT-I activity (method A) is assumad te have diluted
intracellular malonyl-CoA [14,15]. Censaquently, it is
pessible that tite observad changas in CPT-I activity are
due te stable post-translatienal medification of CPT-I,
eltiter directly [14,15,18] er indirectly [19].Titerefore, wa
testad whether facters that increase cali pretein phospho-
rylatiom (cg. dibutyryl-cAMP, ekadaic acid) could pre-
vent tha observad effects of swelling. Tabla 1 shows that
beth agents were able te antagenize the affects of swel-
ling en CPT-l activity.
In anetiter set of experimants, hepatocytes were incu-
batad with glutamine and/er okadaic acid, and CPT-1
activity was determinad in digitenin-permeabilized hapa-
tocytes by metitod H (Fig. 1). The changas induced by
Ihase cellular ettectors en CPT-l activity survivad perme-
abilization el hepatocytes. extensiva washing of tite par-
meabilized celís. and subsequent incubation of the per-
10 20 30
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meabilizad calís at 370C fer 5—15 mm, again indicating
that the medulation of enzyme activity is stable. Ibera-
fore, although tite inhibition of CPT-l by malonyl-CeA
¡s a wall-described property of tha enzyma [9—12],ether
types of regulatory mechanisms ceuld be involved la the
control of hepatic CPT-I by hapatocyta swelling. Since
tha changas observad in CPT-I activity are stabla ja spite
of the absence of fluoride in tha medium, they are un-
iikely te be due te changas in the phospheryiatioa state
of CPT-I.
A macitanism linkiag amino acid-inducad hapatocyta
swelliag te stimulation of glycogea syathasis and upe-
genesis has bean recantly suggested. Ihus, tha increasa
tn tite intracellular concentration of glutamate amd (te a
lesser axteat) aspartate that is observad la swollen hepa-
tocytes after incubation with giutamine or proline seam
te be rasponsible. at laast in part, for the stimulation of
pretein phosphatase(s) involvad in tite activatien of gly-
cogen syathase (and banca of glycogem synthesis) [20]
and acetyl-CoA carboxylase (and hence of lipegenesis)
[21]. Titerefere, we wendared whather a similar mecha-
nísm ceuld be respoasibla for the inhibition of CPT-I
(and hence of ketegenesis independeatly of malonyl-
CoA coacantratien) by hepatocyte swelliag. Frem data
presentad in Fig. 1 it may be inferred that (1) concentra-
tions of glutamata feuad la hepatecytas incubatad with
glutamina or prolina [20] inhibitad CPT-T when enzyrne
activity was assayed by metitod H in digitonin-permea-
bilized hepatocytes: (u) preincubatien of hepatocytes
with glutamine induced a cartain daseasitizatien of tite
Cl’T-I enzyma toward glutamate: (iii) preincubatien of
hepatocytas with ekadaic acid randared CPT-I insensi-
tive te tite inhibitory effact of glutamate. Titarefore, re-
sults suggest that tite amino acid-induced inhibition of
hepatic CPT-I may result from a glutamata-depamdent
machanism relatad te that invoived la tite activatien of
g]ycogen synthase [20] and acatyl-CoA carboxylase [21].
It has racantly baca shown that tite okadaic acid-in-
duced stimulation of CPT-I is retained whea mitechea-
dha are still associatad with ether cellular fractions, a.g.
tn parmeabilized celí ghosts aad in cruda cellular heme-
genatas, but aot when mitechondria are isolatad fer da-
termination of emzyma activity [19]. Likewise, the inhibi-
tion of CPT-l by glutamata observad in parmeabilized
hapatocytes (Tabla 1 and Fig. 1) was net evident witea
enzyma activity was assayed by method C in mitochon-
dha iselatad from hepatecyte suspeasiems (Fig. 1). Oka-
daic acid is knewn te disrupt the cytoskeleton [22], and
soma eífacts of hepatocyta swe]ling are abelished by
hepatocyta praincubatien with colciticine. ¡e. they seam
te dapend en tite intagrity of the cytoskeleton [23]. Hew-
ayer, whan wa preincubated hepatecytes with colchicina
or cytochalasin B, the effects of glutamina amd okadaic
acid en CPT-I activity were still evidemt (results not
shown), suggesting titat tha integrity of the cyteskeleton
is not necessary fer the modulation of CPT-I activity by
these cellular effactors. Our currení research focuses en
the characterization of tite exíra-mitochondrial cali com-
poaents, prasumably nen-diflusibla amd possibly mcm-
brameus. whicit seem te be required fer tite effects of
glutamina er okadaic acid en CPT-I activity te be ob-
servad.
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Resultados y DiscusiónCapitulo 2
DISCUSIÓN.
En el presente capítulo, se describen los efectos del ATP extracelular y
de les cambios en el volumen celular sobre la actividad CPT-I. En ambos casos,
y al igual que ocurría en el caso de la insulina, el glucagón e los factores de
crecimiento, dichos cambios en la actividad CPT-I no parecen ser debidos
únicamente a cambios en la concentración intracelular de malonil-CeA. En el
caso del ATP axtracalular, éste inhibe simultaneamenta tanto la síntesis como
la oxidación de ácidos grasos, de tal manera que a pesar de que los niveles de
malonil-COA se encuentran disminuidos, la actividad CPT-[ se encuentra
inhibida. Las modificaciones que los cambies en el volumen celular ejercen
sobre la actividad CPT-I tampoco parecen debersa a cambios en los nivelas de
malonil-COA, puesto que el metodo utilizado para determinar la actividad CPT-
1 (hepatocitos penneabilizados con digitonina) implica la dilución extrema del
contenido del citoplasma en el medio extracelular. De esta manera, diferentes
tipos de agonistas que ejercen sus efectos a través de muy diferentes vías de
transducción de señales, son capaces de modificar la actividad CPT-I mediante
un mecanismo independiente de los niveles de malenil-CeA.
El efecto inhibitorio del ATP extracelular sobre la actividad CPT-I
podría estar mediado por la activación de la PKC. Por otra parte, la inhibición
de la CPT-I mediada por hinchamiento celular, parece verse mimetizada por
ácido glutámico, sugiriendo que, tal y como se ha propuesto para la glucógeno
sintasa y la acetil-CeA-carboxilasa (Baquet et aL, 1993), este aminoácido
podría activar una proteína fosfatasa. La activación de esta proteína fesfatasa
estaría implicada en la estimulación de ambas enzimas (Baquet et al., 1993) y
quizá también en la inhibición de la CPT-I. Todas estas observaciones apuntan
a que la modulación de la actividad de proteínas quinasas y fesfatasas podría
desempeñar una función importante en la regulación de la actividad CPT-I. De
hecho, la incubación de los hepatecitos con ácido okadaico un inhibidor de las
proteína fosfatasas de tipo 1 y 2A induce un fuerte incremento en dicha
actividad enzimática (Guzmán y Geelen, 1992), aunque este aumento no parece
deberse a una fosferilación directa de la enzima (Guzmán et aL, 1994). Así,
consideramos la posibilidad de que las diferentes vias de transducción de la
señal pudiesen afectar a la actividad CPT-I mediante cambies en el grado de
fosforilación de potenciales proteínas reguladoras. En la búsqueda de esas
posibles dianas, algunas observaciones pueden resultar interesantes:
i) Tanto los cambios en cl volumen celular, en los que el propio ATP
extracelular podría estar implicado, ya que se ha propuesto que podría actuar
como una señal paracrina secretada por la célula en respuesta al hinchamiento
celular (Wang e! aL, 1996), como el tratamiento de los hepatocitos con ácido
okadaico, inducen cambios importantes en la morfologíay organización
intracelular de la célula.
u) Los cambies en la actividad CPT-I que inducen todos los efectores
celulares estudiados se preservan en células penneabilizadas, cuya organización
trídimensional no se ve básicamente alterada (Fiskum e! aL, 1980), pero se
pierden tras el aislamiento de mitocondrias, indicando que puede ser necesaria
la presencia de elementos extramitocondriales para que este tipo de regulación
dc la CPT-l se veriftquc.
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Capitulo 2 Resultados y Discusión
INTRODUCCIÓN
Una vez puesto de manifiesto que muy diferentes agenistas son capaces de
modificar la actividad CPT-l mediante un mecanismo independiente de malenil-
CeA (Capítulo 2.1), intentamos determinar cuáles podrían ser las bases
bioquímicas de dicho mecanismo. Para ello, utilizamos el ácido okadaice como una
herramienta que nospermitiera profundizar en el estudio de potenciales dianas cuya
fosferilación fuese inducida por esta compuesto y que a su vez pudiesen regular a la
CPT-l. Dado que, tanto el ácido okadaico como el db-cAMP o el vanadate
(compuestos todos alíes que inducen un incremente en la actividad de la CPT-l)
afectan a la merfologlaa celular y a la organización del citoesqueleto, primeramente
decidimos estudiar el posible papel del mismo como factor extramitocendrial
implicado en la regulación da la CPT-l.
El citoesqueleto está constituido por tres tipos de elementos, los
microtúbulos, los microf¡lamentes y los filamentos intermedios (Tabla 1) que se
encuentran estrechamente relacionados entre sí. Aunque hasta hace tiempo se
consideraba que el citoesquelete únicamente poseía una función estructural, cada
vez son más Los datos que indican que también desempeña un importante papel
regulador (De Loof e! aL, 1996). Las proteínas de los diferentes elementes del
citoesqualeto pueden verse fosferiladas por la acción de diferentes proteína
quinasas, entre las que la Ca2~/CMPKll es quizá la más importante (Toivola el aL,
Con,positida ¡>rog~,s
AIiuotál,alos o.l1—(ubt¡ ma C.’¡chiei no
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Tabla 1. Componentes de¡ citeesque¡ete. Abreviaturas: MAP’s, proteínas asociadas a
microtúbulos; ¡DPN, 3,3’-iminodipropionitri¡o; ¡F, fi¡amentos intermedios
1997). Eses procesos de fosforilación/desforilación afectan notablemente al grado
de polimerización/organización del citoesquelete, de tal manera que las
interacciones en las que éste pudiera estar implicado también se vedan alteradas.
Por elle también precedimos a estudiar sial tratamiento con ácido okadaico podría
inducir la activación de alguna proteína quinasa y, dadas sus características, la
Ca24/CMPKII es quizá el candidato más probable, tanto por su capacidad de
fosforilar a diferentes proteínas del citeasqueleto como por sus propiedades
reguladoras: En determinadas condicionas de activación, la Ca2t’CMPKII se
autofosforila, alcanzando así un estado autónomo (activado) que es independiente
de la presenciada Ca24 y de calmedulina (Braun y Schulman, 1995) (Fig. 1).
Los diferentes estudios realizados y que se exponen a continuación, nos
permiten proponer un modelo de regulación a corto píazo (independiente de
malonil-CeA) de la CPT-l.







Figura ¡. Estados de activación de la Ca’~/CMPK1I. La autofosfori¡ación de la Ca2~/CMPKII conduce a un estado
autónomo que conserva parte de ¡a actividad de ¡a quinasa, siendo esta activación independiente de ¡a presencia de
Ca2~ y ca¡modulina en e¡ medio.
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The present work was underraken to test wheter cytoslcelera¡ componenrs are involved in te control
of rat-liver carniríne pa]miraylnansferase Y (CFI-!) ac~ry by cellular effectars. Iba núcrotubule stabilizer
taxa] abolished te changes ¡a CFI-! acrívity induced by te effectors resred. Taxol a]so prevenred OA-
induced sbrinkage of heparocyres as wdll as te enhanced release of lacrare debydrogenase fram dígitanin-
- permeabilized hepatocyres. On te basis of frs reladve sensirivity tu tautomycin and QA, te modularían
of CFI-! activity seemed tu involve masdy protein pliaspliarase 1. flese dan suggest taL te sboit-tenn
confrol of bepatic CFI-! by cellular effecrors may lavolve modularían of inreracdons berween CFI-Y and
cyroskeletai companents. © 1996 Aeadic Pztss. Inc.
Carnitine pallmitoylu-ansferase 1 (CPT-I), te mitochondrial outer membrane carnitine palmi-
toyltransferase, catalyzes te pace-sett¡ng step of long-chain fatty acid transiocañon into te
mitochondrial matrix (1-3). The phosphatase inhibitor okadaic acid (OA) is able to stimulate
by up to 50% hepañc CFI-! activity as well as paimitate oxidatian (4,5). Tbis observation led
to te suggestion thai, apart fi-orn modulation of mt-livor CPT-I activity by malonyl-CoA, a
phosphorylañon-dephosphorylation mechanism might be involved in te shart-term control of
tbis enzyme (3). However, further research showed tat te increase of CPT-Iactivity observed
lxi QA-treated hepatocytes was not due to direct phosphorylation of te CPT-I enzyme, bat
may involve interactions between te mitochondriai outer membrane and extra-mitochondrial
ceil components (6).
A number of reports hayo recently described dxc existence of specific interactioxis between
te mitochondrial outer membrane and cytoskeletal elements (7-9). Lx te context of CFI’-!
regulation, QA and vanadate, which activate hepatio CPT-I (5,10), have been shown to disnapt
te cytoslceleton of heparocytes (11-13). Furthermore, CFI’-! activity is affected by changes
lix hepatocyte volumne (14), mrd several responses of hepatocytes to changes in cd volume
are dependent on micx-otubuie dynamics (15,16). Iherefore, dxc present work was undertaken
ro rest whether cytoskeletai companents may be involved lix te control of hepaúc CFI’-!
activity by OA mrd other short-term effectors of celular metabolisin.
MATERIALS AND METI-4ODS
Mala Wisrarras (250-300 g) wbich liad ficeaccesa ta foadand wazer were usad tzougbaur in rbis snzdy. Heparoc>ts
were ¡salmed and incubared as descúbed la (17). Ya sorne expeuiments, te osmalanry of te medíum (305 mOsm in
te normal, iso-osmaric Krebs-Henselelr bicarbanare buifer) was increasad tu 385 mOsm (byper-osmadc medium) by
cbanging te NaO concentrarían. Ibis was achieved by adding 10 ~u1of 4.0 M NaO per ml of ceil incubarían.
ASter incubarían of dic beparocytes wirh te addidons indicared ¡a cadi case, CFI-! acdvfty was rourinely daumined
in digfronin-permeabiiized beparocyres exacdy as described befare (5).
‘lo wbam canespondence sbould be addressed.
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TABLE 1
Taxol Pravents Sbart-Term Maduladon of CPT-I Acúvity
Taxol aher addiúons CPT-I activity (%)
— Nane (6) 100
+ None(6) 98t5
— 0.5f¿MOA(6) l5l~l?
+ 0.5 pMOA (6) 97 ~ 8
— 50 f¿M dibutyryl-cAivlP (4) 136 t
50~Mdibutyryl-cAMP(4) lO4~2




— 385 mOsm medium (6) ~
+ 3gfmOsmmedium(6) 99z6
Hepa¡ocytes were preuncubazed far 30 xnizi ¡a te absenca or ¡a te
presence of 10 pM uní, fallowed by 15 (OA, dibutyryl-cAMP, vaña-
date) ar 30 (glutamune, hyper-asmadc mcdium) addiríonal miii with tha
additians undicated. Subsequernly, CFI-Y activiry was determuned iii
digitonun-parmeabulized heparacytes. Values correspand ta te number
of heparacyte prepaxatians undícated iii parentheses. 100% value of CFI-
Y acdvity was 1.56 z 0.18 nmol/mun per mg of cellular prateun. Venus
ineubaríons witb no addiríons: *p .< 0.01; ~P -c 0fl5.
Hepaxocyte valume was estimared fram te wet te dry cefi weight rafia as described ¡a (18). lactare dehydrogenase
acfivity was determinad iii permeabilized celia as described befare (6).
Resulta sliown represenr te mema ±SL. of te number af animais undicared iii each case. Ccli ineabationa ami
enzyme assays wert aiways cardad out ¡a triplicare. Stauisncal analysis was perfarmad by Smdenús t reaL
Saurces of chemicais as iii (5) and (6).
RESULTS
The possibiility that cytoskeletai camponents may be invalved lix te short-term modulation
of CPT-! activity was tested by te use of taxoL This complex diterpenoid binda to tubulin
and stabilizes microtubules, preventing te disassembly of niicrotubules in a -very efficient
fashion (cf ref. 19). Interestingly, stirnulaúon of bepade CFI’-! acúvity induced by QA,
dibutyryl-cAMP or vanadate were campletely abolished by pretreatrnent of bepatocytes with
taxol (Table 1)- Lilcewise, changes in CFI?-! acúvity produced by hepatocyte swelling ar
shrinkage were also prevented by taxol (Table 1). Hence, blocicade of inicrombule dynamics
preventa short-tenn moduilation of CPT-I activity by a number of celular effectors- Since QA
produced te most pronounced change of CPI’-I acúvity, a dose-response of te cambined
effects of taxol mrd QA on CPT-I activity was determined (Kg. 1).
The possible relationship between hepatocyte volurne, ¡nicrorubule stability mrd CPT-I activ-
uy was further studied. QA decreased hepatocyte volume by 7% (Table 2), a magnitude similar
to tal observed after hepatacyte ueatment with glucagon or dibutyryl-cAMP (20). More
importan, taxal preveníed te QA-unduced shrunkage of hepatocytes (Table 2). When bepato-
cytes were incubated lix a hyper-osmotic (385 mOsm) mediuxn, a 12% decrease lii ccli valume
was observed. This shrinkage was also prevented by taxol (Table 2).
One ofte alterations observed after OA-induced disruption of te cytoskeleían is enbanced
ccli fragility (6,11,21). ID mr attempt to quantify hepatocyte fragiliry, we determined te
percentage of lactate dehydrogenase retained in te permeabilized celis after penneabilizatian
of te plasma membrane with digitonin (cf ref. 6). As shown in Table 2, treatment of hepato-
755

















HG. 1. Taxol anuagamzes te OA-¡aduced sdmulañon of CPT-L Panel A: Hepatacytes were preincubated far30
mm with vazyung concentraríons of mxci, follawed by 15 additional mía ¡a ¡he absence (O) & ¡a ¡he presence of 0.5
~¿l.4OA (e). Panel E: Heparocyws were preuncubared for 30 miii ¡a te absence (O) or ¡a te presence af 10 sM
mal (e), follawed by 15 addiflanai mía with varyung concentañons of OX la bat paneis, CFI-Y acúvity vas
derermuned ¡a digitanin-permeabilized heparocytes foliawing ¡he uncubañans of ¡he celis ¡a ¡he presonce or absence
of te ¡adicared agonista. Ya bat cases values correspand to 3 separare bepatacyte preparatians.
cytes wit QA resulted un a decreased retendon oflactate dehydrogenase lix dxc permeabilized
cells. Once again, taxol prevented this effea of QA (Table 2).
Altough QA is a mare potent inhibitar of pratein plxasphatase 2A tan of protein
phosphatase 1, u te doses emplayed in dxc present study (0-5 gM) QA is supposcd ta
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TASIS 2








rerained in ceil ghasrs
3.93 t 0.07
(100) 6.5 t 1.1
367 t 0.03*
— -~- (93.4) 2.0 ± 0.3*
334 ±0.02
(100.3) 6.7 z 1.4
3.92 ~ 0.04
— .4- (99.7) 6.6 ~ 0.9
3.47 t 0.07w
— — + . (88.3) o-d.
3.86 ~ 0.08
+ — (98.2) n4.
Heparocytes were preincubared for 30 mía iii te absence ar ¡a te presence of 10 ¿M raxol, follawed by 15
addiional m¡a wxt ar withonr0.5 ~¿MQA ar 30 addiúanal mía iii hyperosmaúc mediuzn. men, pan of ¡he hepatacytes
was used ro determine ¡he wet ro dry cd weigbt rano. The percenhage as compared ra ¡acubañoas wi¡h no addinians
Ls sbawn ¡a parenteses. Ibe rest ofte celis was permeabiluzed wit ca. 40 pg digitaninimg prarein and ¡he pereentage
of lacrare debydrogenase rerained by ¡he permeabilized celis was determuned. Values correspond ra 4 separare bepara-
eyre prepararians. ~P c 0.01 versus íncubadons wit no additions. n.d.: nar determuned.
effect of QA on CPT-I activity was mostly due to inhibiton of phosphatase 1 ar 2A, we
campared te effect of OA with that of tautomycin, wbich inhibits phosphatase 1 more
efficiently tan pliospliatase 2A (23). As shown in Fig- 2, tautomycin was quite more
potent lix stimulating hepatic CPT-I activity (50% of acúvation at 4 olA) titan OA (50%












HG. 2. Tauromycin is more portar tan CA in srimulaúng CFI-Y. Heparocyres were incubared far 15 miii ía te
presence of varyung coneentaríons of auromycin (O) orCA (O) Subsequently, CFI-Y acúvity vas determuned iii a
ceil-penneabilized sysrem. Values correspond to 4 separare heparacyte ¡acubarlaus.
I4’
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phosphatase 2A in dic control of CPT-! activity. !nterestingly, taxol also prevented dic
tautomycin-induced activation of CPT-I.
DISCUSSION
Severa! smdies ~erfonnedby aur group using digitonin-penneabilized hepatocytes lcd to
te suggestion that a mechanism of phosphorylaúon-dephosphorylation miglxt be involúed in
te short-tenn control ofmí liver CPT-I acúviíy (reviewed un ref. 3). However, furíher researcb
showed taí te incitase in CPT-I acíiviíy observed ¡ix QA-treated hepatocytes was not chic
to direcí phosphorylaíion of te CFI’-! enzyme, buí may involve interacíions beíwecn te
mitochondrial outer membrane mrd exíra-mitochondrial, non-diffusiblc ccli componenís (6).
Data on te effects of tao! preseníed lix te prcsent repon indicate that te extra-mitochondrial
cd components poíentiaily involved lix tite short-term control of CPT-I activity might reside
¡ix tite cytoskeleíon. lix addition, te data on te síinxulation of CPT-! by OA mrd tautornycin
suggest thai protein phospbatase 1 is more imporíaní tan protein pitospitatase 2A lix dic sitorí-
íerm control of CP’T-I. Titis is lix agreement wit tite observation thai pitospitatase 1 seems to
be tite ¡naln proicin pitospitatase involved ¡ix te regulation of tite phosphorylation state of te
cyíoskeleíon, mrd ¡ix mm in tite control of cytoskeletal integrity (21,24).
Thc namure of tite putative cyíoskeletal componení(s) tlxaí might be involved lix controlling
CPT-I activity is still unknown. A firsm possibility could be thai tite control of CFI?-! activity
by tose potential interactions between mimochondria mrd te cytoskeleton merely reflected a
physicail pitenomenon, Le. CPT-I acmivity might be dependcnt on mitochondrial shapc, stretcix-
¡ng or cantraction of dxc ¡nimochondrial outer membrane, etc. (cf ref. 7). A second possibility
couild be thai moduladon of CPT-I activimy involved te specific inmeraction between CPT-I
sud regulatory cymoskeletal promein(s). Titis notion is supported by te obscn’ation thai te mere
disruption of microtubules by 2-methoxy 5-(2,3,4--¡rimethoxyphenyl) 2,4,6-cycloheptatrien-1-
one or coichicine or te mere disruption of actin microfilamenís by cytochalasin B does
noí affect CPT-I activimy (unpublished work). QA mrd otiter pitospitatase inhibitors produce
hyperphosphorylation mrd consequently disruption of microtubules, actin microfilamcnts mrd
inmennediame filaments in several ccli Unes, includ¡ng hepamocytes (21,25,26)- Whether diese
cymoskeletal changes are related to te cifecís of QA on hepatic CPT-I activity is as yet mr
open question.
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Involvement of Ca2~/caImoduIin-dependent pratein kinase hin the
activation of carnitine palm¡tayltransferase ¡ by okadaic acid in rat
hepatocytes
Guillermo VELASOO*, Manue¡ GUZMÁN*, Victor A. ZAMMITt and Math J. H. GEELENt§
tepartmenl of Bioehemistry and Moiecul& B¡o)ogy 1, Facu)ty of Bio)ogy, Complutense University, 28040-Madrid, Spain, tHannán Research lasfitute, Ayr KA6 SHL,
Scot)and, U.K. aid Laboratory of Veterinary 8)ocremistry aid Instituís of Biomenibranes, U¡echt Univsrsity, 3508 TO Utrechí, lbs Netherlands
The present ‘york was undertaken to study the mechanism by
~vhichokadaic acid (OA). an inhibitor of protein phosphatases 1
and 2A. stimulates carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT-1) in
isolated rat hepatocytes [Guzmán. Kolodziej, Caldwell. Costor-
phine and Zammit (¡994) Biochem. .1. 300. 693—699]. The OA-
induced srimttlation of CPT-l was aholished bx’ the general
protein kinase inhibitor K-252a a; weli os by KN-62. a specific
inhibitor of Ca24/calmodulin-dependent protein kinase II
(Ca2JCM-PKII). However, neither the protein kinase C-specific
inhibitor bisindolylmaleimide nor the protein kinase A/protein
kinase C inhibitor 1-1-7 was able lo prevent the OA-induced
stimulacion ofCPT-i. Hepatocyte-shrinkage-induced stimulation
INTRODIJCTION
Garnitine pa¡mitoyltransferase 1 (CPT-l) catalyses the pace-
setting step of ¡ong-chain fatty acid transiocation into the
mitochondrial matrix [1—3].It 1; weIl established thac long-taran
changas ini rat liver CPT-l activity occur in response to alterations
ini the nutritional and hormonal status of the animal [1—3].Ini
addition. several studies using permeabilized hepatocvtes haya
.shown that various agents exert short-term effects on CPT-l
activity in parallel with changas ini the rata of Iong-chain fatty
acid oxidation measured in the sama cali praparationis (reviewed
in (3]). ¡ni particular. okadaic acid (OA). a potent inhibitor of
protein phosphatases 1 and 2A [4]. is able to stimuiate by up to
5000 hepatic CPT-I and palmitate oxidation [56], indicating that
inhibition of the phosphatases might have resultad in increased
phosphoryiation of CPT-l, with consaquent increasa in enzyme
acíivity [5.6].However, when hepatocytes were treated with OA
and then permeabilized with digitonin, addition of purified
protein phosphatases 1 and 2A to the permeabilized cali ghosts
did not reverse the OA-induced stimulation of CPT-1 [71. In
addition, although tha effects of OA couid be observad ini
peraneabilized hapatocytes, they were lost upon isolation of
mitochondria from the sama celis. This and other observations
showed that (1) the morcase in CPT-I activity observad in OA-
treated hepatocytes is not due to direct phosphorylation of the
GPT-¡ enzyma. and (Ii) diffusible ccli component(s) iost on
permeabilization of the hepatoc~íe plasmo membrana with
digitonun and distinct from protein phosphatases 1 and 2A are
essenuial for íhe stimulatory effact of OA tobe damonstrated [7].
of CPT-l a; well as OA-induced hepatocyte shrinkage was
prevented by KN-62. KN-62 also antagonized the OA-enhanced
release of lactate dehydrogenase from digitonin-permeabilized
hepatocytes. Exposure of 32P-labelled hepatocytes to OA in-
creased the degree of phosphorylation of CaC+/CM~PK1I, -os
immunoprecipitated by a monoclonal antibody raised against
the ~-subunit of rat brain kinase. This effect of OA was also
antagonized by KN-62. The resuits thus indicate that the OA-
dependent stimulation of CPT-1 may be mediated (at least ini
pan) by increased phosphor~iation anid subsequent activation of
Ca2~/CM-PKli.
The present study was thus conducted to identify intermediate
proteins the phosphoryiation (= activation) of which could be
triggerad by OA, resulting in subsequent activation of CPT-I.
OA may mnifluence the phosphorylation state of a particular
rargat protein either by the direct inhibition of the protein
phosphatases involved in the dephosphorylation of such protein
or by the indirect activation of the protein kiaases involved in its
activation. Regarding the latter possibility, CaC+/calmoduiin~
dapandent protein kinase II (CaJCM-PKII) is abie to become
constitutively activated when autophosphoryiated in key serme
or threonine residues on tha autonomy site of the enzyme [8.9].
Autophosphoryiation is sufficient to disrupt the autoinhibitory
domain of Ca2t/CM-PKII, ieading to a deinhibition of the
kinase [8].1-lance permanent activation of Ca24/CM-PKII should
be achieved by inhibition of the phosphatases involved in the
daphosphoryiation (= deactivation) of Caa±/CM~PKII.la fact.
sevaral responses of intacthepatocytes to OA, namely disruption
of nhe cytoskeieton [10], inhibition of autophagy [10.11] and
activation of phenylaianine hydroxyiase [12], appear to be
mediated by the activation of Ca2~/CM-PKIl. Likewise, in the
present report we prasent data indicating that Ca2~/CM-PKII is
involved in the activation of CPT-I by OA in rat hepatocytes.
EXPERIMENTAL
Materlais
L-(rnetht’1-’4C]Carnitine anid carrier-free [:¡aP]P~were from Amer-
sham International (Amersham. Bucks., ¡3K.). Phosphate-free
Abbreviations used: Ca2~/CM-PKFI. Ca2tÍcaImodu)in~dependent protein kirtase II: 0PTA, carnitine palmitoyltransferase 1; LDH, lactate
dehydroqenase: CA, okadaic acM.
$ To wbom correspondence shoutd be addressed.
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Dulbaccos modified Fagles medium was from ICN Pharma-
cauticals (Costa Mesa, CA, U.S.A.). Tatradecylglycidate was
donatad by Dr. 3. M. Lowanstain (Brandeis University. Wal-
tham. MA. U.S.A.). OA. KN-62. K-252a. bisindoly¡maleimide
and H-7 ‘vera from Calbiochem (San Diego. CA. U.S.A.). Anti-
Ca>/CM-PKII monoclonal anitibody (raisad against the ~-
subunir of tha rat brain enzyme) was from Boahringer-Mannheim
(Indianapolis, IN. U.S.A.).
Isolation and incubation of bepatocytes
Mala Wistar rats (250—300 g) which had free accass to food and
watar wara usad throughout tha study. Hepatocytes were isolated
by the collagenase perfusion mathod described ini [¡3]. They ware
incubated in Krebs—Hensaleit bicarbonata bullar, pH 7.4, suppla-
mentad with ¡OmM glucosa and ¡ 0~ (w/v) dafattad anid dialysadBSA. Incubation; <4—6 mg of cellular proraini/ml) ware carried
out ar 37 0C in a metabolie gyratory shaker (85 oscillations¡min),
under an atmosphere of 0
2/C02 (19:1, y/y).
In soma experimants. the osmolarity of iha madium (305
mOsm in Iba normal iso-osmotic Krebs—Hanseleit bicarbonate
buifer) was increased to 385 mOsm (hyperosmotic medium) by
changing iba concantration of NaCí. This was achiavad by
adding lOj,l of 4 M NaCí par ml of cali incubation mixture.
CPT-I assay
After incubation of the hepatocytas with the additions indicatad
in each case, CPT-1 activity was routinaly determinad in digitonin-
permeabilizad hapatocytas by a - ona-step assay a; the tatra-
dac~Iglycidata-sensitiva incorporarion of radiolaballed L-car-
nitmna into palmitoylcarnitine exactly as described previously (6].
In such a procedure. calI parmeabilization and assay of anzyme
activity are simultaneously parformed [6]. In soma axperirnants,
howaver. CPT-l activity was determinad by a more complax
procadura. In this ~two-stap’ assay. celís are parmeobilized with
dinitonin. then extensively washed and incubated br 5 mm at
37
0C bafore detarmi armon of CPT-¡ activitv. This was achievad
axacrly a; dascribad praviously [7].
Immunopracipitation of 32P-Iabelled Ca2~/CM-PKII
Tha protocol for immunopracipiration of Ca-~~/CM-PKll is
basad on that designad for immunopracipitation of acatyl-CoA
carboxyiasa a; pravious¡y describad [14].Altar isolation, hepato-
cvtes ~varawashed twice in pho;phaíe-fraa Dulbeccos modifiad
Eagles medium supplamantad with 1 (w/v) defattad aud
dialysad BSA. Hapatocytes (6—8 mg of calluiar protain in 1.5 ml
of the aforamantionad medium) wara subsequantly incubatad at
37 0C in a matabolic gyratory shakar <85 oscillations/min), undar
un atmosphere of 0
2/CO, (19:1. y/vI. Heparocyteswarelabellad
with ¡00 pCi of [
32P]P~br 1 h unid subsaquently exposad to the
additions indicated. Cali; wera then parmeabilizad by exposura
lcr ¡Os to 200 pI of a solution containing ¡.5 mg of digitonini.
¡OmM Tris/HCI. pH 7.4. 5 mM EDTA. 5 mM EGTA. 50 mM
KF and ¡00 mM KCI. Tbe ccli ghosts wcra rapidi~ sedimentad
1 ¡ 5 s ¿it 2000 g> and 500 pi of tha supernatanir was treated with
(y/y) Triton X-l00 for 1 mm Altar another cenírifugation
step. 200/4 of tha rasulring suparnataní ‘vas takan br immuno-
precipitation altar mixinig with 50/4 of the following proteinase
inhibitor mixture: PMSF (0.5 mM). Tos-Pha-CH..C¡ (¡5 pg/mfl.
Tos-Lvs-CH,,CI (¡8 pg/mI). tos~¡-L-arginine mathyl aster
8 pg/mD. pepstatin (5 pg/mb. tr~psin inhibitor <50 pg/mb.
¡cupaptin (5 pg/ml). banzamidine <0.8 mg/mí). aprorinin (0.4
k¡ U/mb ¿md 2-mercaptoalbaniol (5 yl/mI) in TTBS bullar
(20 mM Tris/HCI, pH 7.5, 0.5 M NaCí and 0.05 Twaan 20).
Preswoilan Protein A—Sapharosa (10 ji1) was rotatadand-over-
cod with 154 (15 j¿g) of anti-Ca~~/CM-PKIl monioclonal anti-
body (ramsed against the a-subunit of rat brain kinasa) and 25 pi
of TTBS br at laast 2 h at room temperatura. The antibody
bound to Protain A—Sapharosa was axtansivaly washed with
TTBS and then rotated end-ovar-and ovarnight at 4 0C with the
250 pI of calI extract supplemeníad wmth proteinasa inhibitor
cocktail (sea aboye). Tha immune complexas wera axtensively
washad wmth a madium containing 50 mM Trms/HCI. pH 7.5,
0.15 M NaCí, 0.5% (y/y) Nonidet P40. 0.5% (w/v) sodium
daoxycholata and 0.1 % (w/v) SDS, and subsequently extractad
from tha Protain A—Sepharose gel; by boiling for 5 mm in
Laemmli disintegratmon bullar. Samples wara subjacted to
SDS/PAGE a; dascribad by Laemmli 1151 using 1.0 mm-thick
12% poiyacrylamida gal;. Tha pH values of the stacking and
resolving bufl’ers wara adjustad to 6.8 and 8.8 raspactivalv. After
fixing anid drying of the gels, aaP~labeilad bands wara visualizad
by autoradiography and the intensity of the bands in tha
autoradiograms was quantified by densitometry.
Olber methods
Hepatocyta voluma was estimatad froni the wat to dry calI waight
ratio essentially as described in [16].Briefly, 150—175 mg of frash
hapatocytas wara rapidly centrifugad (2000 g, 20 s) in prawaighad
tubas and tha wat weight of tha cali; a; wall a; tha dry weight
(ovarnight at 105 0C) wa; measurad. Lactata dahydrogenase
(LDH) activity was determinad in pernocabilizad calI; a; dascribad
previously [7].Briafly, hapatocytes were pernieabilized wmth 40 pg
of digitoniin/mg of protain, and tha parcentage of LDH retainad
by iba parmeabilized calI; wa; determinad.
Stalist¡cal analysís
Ra;ults shown raprasení the maans+S.D. for the number of
hapatocyre praparation; indicated in aach case. Cali incubation;
and enzyma assays wara alwayscarried out in triplicate. Siatistical
analysis was performed by Student’s test.
RESULIS
Eftecl of K-252a ami KN-62 en ¡be OA-¡nduced sílmulation of
hepatlc GPT-I
The alTeas of OA on cali matabolism are exarted by tha mnhibition
of protain phosphatases ¡ and 2A [4]. Naverthala;& increasad
phosphorylarion of a particular protein in cali; treated with OA
can resuit from inhibition of the protain phosphatase(s) anid/or
by activation of tha protein kinase(s) acting on the protain. Tabla
1 ;hows tha protein kinase-dapandant effect of QA on hepatocyta
CPT-¡ activity. The OA-induced stimulation of CPT-1 was
antagonized by K-252a, a general protein kinasa inhibitor which
ha; baen shown lo inhibit protein kinasa A, protain kinasa C.
protain kinasa O. Ca4t/CM-PK1I, myosin Iight-chain kinase and
tha tyrosina kinase activity of narva growth factor receptor
[17.18]. The affect of K-252a was dose-dapendent and evident at
micromolar concentration; (Figure 1). Sinca this obsarvation
indicatas thaI activarion of a protain kinasa may mediata tha
effact of OA on hepatocyte CPT-1 activity. Wc naxt set out to
dissect tha aliad of this general protain kinase inhibitor K-252a
us¡ng more spacitic protain kinase inhibirors. Alternativaiy, OA
may inhibú dephosphorylation of [he unknowni Iarget protain
downstream of Iba putative protein kinasa.
KN-62. a specific inhibitor of Ca2t/CM-PKII (19]. also
antagonizad tha OA-inducad activation of hepatic CPT-l (Tabla
1). Tha atiact of KN-62 was dose-dapandent anid was evident ur
micromolar concenitralion; (Figura 2). In contrast. naither tWa
Regu¡at¡on of carnitine pa¡mitoyllransferase 1 activily 213
Table 1 Effect al protejo kinase inhibitore no [heDA-induced stimutatlon
of hepatio CPT-I
Heoalocynss were prelocuhaled nr 15 mm ¡e <he oresence of [headditicns indicaled. fo<Ioweo
15 audilional mm wilh o; withau¡ 0.5 yM CA. C?1’-< acliviW was Ihen determined in
z:o¡¡on(n-pernsabilizsd celis s¡<her hy <he siandaro cns-step assay Gr by [he¡wo-sle~ assay.
¡1 ~GSccrresoand lo <he number cl hepa¡ocy¡e preocrationo indicaled and are eapressed Qn
¿te casis cl letal cellular protein one-s¡ep assaví en ghcsl protein >two-slep assay). Ihe
ce:cen¡ags elfecí as compared wi¡h incudabeos san no aíni¡(ons is sIeso ¡o íareítheses.
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Figure 1 ¡hect of K-252a no DA-induced sflmulation of CPT-I
protein kinasa C-specific inhibitor bisindoiyimaleimida 1201 nor
Che prolcin kinasa A/protcin kinase C/protein kinasa G inhibitor
H- [21] were abla to prevent Ihe OA-induced srimulation of
CPT-I (Tabla 1). Rencaactivation ofCa2JCM-PKII seems tobeinvolved in tha OA-induced stimulationi ob heparic CPT-l.
Wc routinaly determina CPT-¡ actiyity in digitonin-parme-
abilized hapatocytas by a rapid one-;tap assay 16]. In such a
procadura. cali parmeabilization and assay ofanzymc activity are
s¡multaneously parformad [6J.Tha vcrsatiiiíy of Ibis typa of assay
has bean rapearadly demonstrated (reviawcd ini [31).Howevar.
¡his assay mayalso raflcct tha dagree of sansitization of CFT-[ to
‘naionyl-CoA mniduced by the different mnitraceliular conceni-
tration; of maionyl-CoA at which the anzyma was exposed
hefore cali permeabilization (sea raf. [7]). Hence. wa also de-
termined CPT-¡ activity by a more complex procadure whicii
c¡rcumvants this potantial pitfali. in chis two-srep assay [7],cali;
are parmeabilized with digilonin. followad by rapid and extensiva
washing of permeabilizad calI; and subscquant incubarion of Ihe
permeabilizad celis for 5 mm at 37 CC before datermination of
(YPT-l acrivity. This climinates any possíbla interfarance of
ríialony¡-CoA sansiíizarioni in tha assav of enzyma activity [7]. As
shown in Tabla 1. thc OA-iniduced srimulaíioni of CPT-¡ a; xvall
¿rs Che antagonistie efl’ccí of K-252a ¿md KN-62 cou¡d be readi¡v
<lemonistrated b~ using tha two—scap ¿ossav as we¡l.
Efod of KN-62 no hepatocyte-shrinkage-¡nduced shlmulation of
CPT-l and DA-induced hepatocyte shrlnkage
[he possibie link batwacn changas o hapatocytc volume and thc
Alacos ofOA and KN-62 on CPT-l acrivity was ;tudied. Data are
<A< Hepatncyles ¡¡ere preincuhated lcr 15 mil lo <he absence Oler presenne (0< ollo o.M
K-262a, lo<fowed bv 15 addilional nio with varleus conceo¡rations of OA, (O> Hepalocytss sere
preincuhated [nr1 5 nlo with Canoas nnncenfra¡<ons cl K-252a. lnllowed by 15 addil<ona< mio
¡o <he absence <Olor presenne (Olol 0.5 oMIOA. CPT-í activ<ty was delermlned by ¡he oes-
s<ep assay, (n <att cases values ccrrespond ¡o tires separale hepatocy¡e preparalion;,
shown in Tabla 2. Sri agrccment. with a prcvmous raporí [22],a
slight but sracistically significant increasa inCPT-t activity ansued
when hepatocytas were incubated in 385 mOsm madium. ínter-
cstingly, this stimulaíion of CPT-l induced by hapaíocyte shrink-
¿ega was prevantad by KN-62. Whan the xvaí to dry cal! weighr
ratio was determinad. OA was observad ce dacreasa hepatoc~te
volume by 6.70<,, a magnitude similar te that observad after
hepatocyte treatmanic with giucagon or dibutyryl-cAMP [23].In
addition. KN-62 prevented the OA-induced shrinkaga of hepato-
cytas. A; expectad. whan hapatocyres ‘vera incubatad in a
hyparosmotic <385 mOsm) madium. a markad ¡ 1.5 04, decrease in
ccli volume was observad. Howaver. KN-62 wa; unabla to
antaconize the decrease in heparocyta voluma induced by cx-
posura te hvpcrosmotic madium.
Elfect of KN-82 on DA-induced release of LDK Vram permeabilized
hepatacytes
One of iba most remarkableeffects clicited by OA in hepatocytes
¿md oher cali lina; is hyparpbosphorviation and subsequent
disruption of the cyroskcleron. tharaby increasing cali fragiliry
[024.25]. Ca>/CM-PKIL is one of rha.most importanit protein
kinases invoivad in tha control ob cytoskaletal integrity by






























Figure 2 Eftect of KN-02 00 DA-Induced stimula[ion al CPT-I
(A) Hepa¡ocyles ¡¡ere preincubaled br 15 nin lo <he absenne (O) or presence (@> al 30 ¡,M
K14-62, to((nwed by 15 additional nin w¡th vaninus nnncsn¡ralicns ob DA. (B( Hepatonhies were
preincunaled br 15 mm ¡¡¡lb varinus nonnenlral)ons of KN-62, to((owed by 15 add(¡(onal mm
O <05 absence (O) on presence e) ot0.5 ¡cM CA. CPT-l acl(v(¡y ¡¡as delernined by <he nne-
<len assav, Values cornespoad <o ¡bree separale heoatonyle prepanalians.
baen suggastad that tha increasa in CPT-l activitv observad in
OA-treatad hapatocytes may involve intaractioris berween the
outer niitochondrial membrana aud non-diffusible extra-
mitochonidrial cali componants. probably localizad in tha cyto-
skaleton [7]. Thus. in an attampt to quantify hapatocyta fragility,
Wc determinad tha parcenraga of LDH ratainad in the cali ghosts
afrer parmeabilization of tba plasmo membrana wirh digitonin
(sea reí 17])- As shown in Tabla 2. treatment of haparocytas with
OA rasulted in decreased ratantion of LDH in tha permeabilized
celís. with a corrasponidingly greater ¡os; of the c~toplasmic
marker enzyma. Onice again. KN-62 prevantad <his affact of OA
(Tabla 2).
Phospharylation of Caa*/CM~PKIl u aflecled by DA and KN-62
To gaiher indication; br a link betwean Ca”/CM-PKI¡ and the
OA-inducad stimulation of CPT-1. axparimants for measuring
Ca~/CM-PK11 activitv wara parformed. it turnad out that hesa
measuraments couid noÉ be conductad on cruda cali extracts.
Assays on partially purified preparationis carry tha risk of post-
homoganizing modificationi of tha enzyme protain. Tharefore wa
decidad to obtain mora direct avidance for tha invo¡vement of
Cat/CM-PKII phosphorylation in the OA-induced stimuiation
of hepatocyte CPT-¡. For chis purpose. c-xpermments on
Table 2 Effect of KN-62, OA Md hyperosmotic medluoi on CPT-I act¡vlty,
hepatacyte valunie and LDH release brom peroieabillzed hepatocytes
Hepa¡ncytes mere areincubated ter 15 mm la [heabsence nr presence nl 30 pM KN-62.
(o((ovxeg by e¡ther 15 addilicnal mm ¡¡ah nr wilhnu¡ 0.5 pM CA or 30 addilinnal mm ¡a
hypernsmotio nr (so-asmotin mediunn. Ihea cello mere ¿sed br <bree diblerení purposes:
deterninallon cl CPT-l anliv4y by <he standard one-s¡ep assay. deterninatian el ¡he ws¡ ¡a dry
ce)) weight ratín and de¡erm)na¡ioa nl [CHre¡aiaed by hepalocytes afta permeabílizatian ¡¡¡lb
digitanin (sse [heFnperimenta( sentina). Values correspoad fo sic CPI>l ac¡iv)ly) o; four (we¡
weigh¡/dry meigní. LCH aclivity) separate hepatocAe preparatiens. Ihe pernenfage eltení as
compared with incubatinas w)th no andíbinas lo ohoma la pareníheses. Pc 0.01 nr
2< 0.05 cnnoared ¡¡¡lb lbs correspnnding (naubabiono ¡¡¡lb no add(tinas (o iso-esnnotin
median.
Presence Presence Píesenne nl 097-1 an¡iv)ty [OHrelamed
nf of 385 m0sm (oniní/min per 7451 weight/ ir ccii gbosts
KN-62 DA mediun mg nl prole(o) dry weight 1%)
— — — <.34±0.25 3.82+0.14 6,3+1.4(100> >100>
— + — 2.00+0.4V 3.564008 2.3±1,0
<149) <93.3)
+ — — 1.27+0.19 3.83+0.03 5.5+2.0
951 >100.2>
— — 1.39+0.46 3.79±0.08 6.6+0.6
(104). <99.3>
— + 1,59±0,11’ 3.38±0.l7~ 5.9+1.3
>119) <68.5)










Figure 3 lmmuoodetect¡an of hepatacyte Ca2/CM-PKII
<Hepa¡onytes ¡¡ere permeabilized ¡¡¡lb digibnnin and ¡be supernataní mas used br inmune-
precipitableo wilh ¡he anti-Ca<’/CM-PKII aotibady as described ¡a ¡he Experimental seclien
except [nr32P (abell¡ng. Tbe gel mas [¡vedaad subsequently síained ¡¡¡lb Oaonassie Bloc. A
<2000 g supernalaní ab ral brainn mas used as a onabral. Malenu¡ar-mass narkers (lOa) are
shema <a <he lefthaad and rigbl-hand lanes. lbs ameuní ab celí edrad (mg al prolein> incubated
br imnunopnecipibabien mas 008 (<ana a. brain). 0.40 (lane b. brain). 0.16 <lanco, hepatanvlesí
and 0.80 (lane 4. hepatocyles>.
Ca~/CM-PKI1 immunopracipitation were conducted. Firsí Wc
testad wheíher cha antibody raisad against <he z-subunit of rat
brain kinase was alMa to immunopracipitata Ca2~/CM-PK¡l
from rat hapatocytas. A roL brain 12000g suparnatant was usad
a; a control. As axpactad. iba antibody ~vas abla to precipitate
ihe ~-subunit of Ca~~/CM-PK)l from rat brain. Gel; showad a
unique band of molecular rnass 54 kDa (Figura 3). This agraes
with tha size praviously reportad for tha x-subunit (50-54 kDa)
{81. Altbough several tissue isoforms of Ca2>/CM-PKII haya
baen described to date [8]. Une molecular mas; reportad for cha
subunits of rat liver kinasa (50-53 kDa) [27.281 is similar (o (bat
of tha o-isoform [8]. Thus a uniqua band of 54 kfla was observad
in tha geis aher immunopracipitation ofrat hapatocyte Ca2t/CM-
PKII (Figure 3), indicating thai the immunopracipitation pro-
cedura amployad is valid for our hapatocyte system.
Exparimanís ini which C-a~/CM-PK1I was immunopracipi-
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FIgure 4 Eblect of KN-02 an DA-Inducflphnsphorylallon of CaZt/CM.PkII
Hepatocytss mene labefled ¡¡¡lb 02P [nr 1 b and Ihea ireaned [nr15 mm mi<fi ¡he bnllnming: ntacditiens llane a). 0.5 yM OA ((ane 1>. 30 pM KN-62 «ane o) and 30 pM KN-62 pIas 0.5 ~
CA ((ane di. <mmuoeprecipibatinn nl Ca2~/CM-PKl< mas peibormed as cescribed in ¡be
Exoermnenra) senflea. The arrew lodicates lbs 54 <Da baod.
As shown in Figura 4. a uniqua ~ band appaarad in the
autoradiograms. Une molecular mass of which coincidad wmth
thai of immunoprecipitated Ca~/CM-PKI). i.e. 54 kDa (Figure
-, .~ - OA produced a markad increase o <he phosphorylation of
Ca</CM-PKII. KN-62 prevented the OA-inducad phosphoryi-
¿«ion of hepatocyte Ca2>/CM-PK¡1 (Figure 4). Densitomatry of
the 54 kDa band in the autoradiograms corrasponding to three
diffarant hepatocyte praparation; gaye tha foiiowing relalive
valuas of intansiíy: no addiíions. 1.003-OB: 0.5 yM OA.
3.61±0.59(P <0.08 comparad with incubation; with no addi-
tions):30¡rM KN-62 O 7~+20: 30pM KN-62piusO.SpM OA.
0.83 + 0. 25.
DISCUSSIDN -
Several studies parformad by our eroup usmng diginonin-parma-
abilized hapatocytes led to tha suggastion that phosphory¡ation—
dephosphorylation might be involved in the shorn-tarm control
of hepatocyte CPT-l activity (reviawed in [3]).Howevar, furthar
research showed thai tha increase in CPT-I activitv observad in
OA-traatad hepatocyas was not dua co the direct phosphoryi-
¿<Pon of the CPT-1 enzyma [7]. In addition. non-dillusibla cali
componant(s) <bat are ratainad within parmeabilized calis (e.g.
cvtoskalatal alements) but which are Iost on preparation of
mitochondrma appearad to be essential for tba stimulatory effect
of QA to be demonstratad [7]. KN-62 has been repeatadly usad
a; a spacific cali-permeable inhibitor of Ca~/CM-PKi1 auto-
phosphoryladoni (sea refs. [8.29W Henca. un <he basis of <ha
antagonism exeried by KN-62 orn the ellects of OA. dMa
prasannad in this report point <o tha inx’oivament of Ca2~/CM-
PKI¡ in ihe OA-inducad stimulation of hepatocyta CPT-1. Thus
the OA-dapandent stimulation of CPT-¡ musí ba depandent un
<he parmanant activation of Ca2~/CM-PK)t by autophosphoryl-
ation. Le. OA must inhibit tina phosphatasas invoived in tha
daphosphorylanion (= deactivation) of au<ophosphorylatad
Ca</CM-PKiI. Likawise. activarion of Ca2>/CM-PKII appears
co be involvad in oíher affacts of OA on hepaíocvíes. niamaly
disruption of tha cytoskelaton [¡0]. supprassion of autophagy
[¡0.11] ¿md stimulation of phanyialanine hydroxylase (l2]. Tinase
obsarvations -also indicate that protein phosphatases of nypa l
and/or 2A are involved in the daphosphorylaiion of C&>/CM-
PKII in inac rat hapatocytes. in agreamení with raports on rat
brain Ca>/CM-PKiI {30j. OA-insensitive protain phosphaíase
2C has ¿,¡so been shown <o daphosphorylata Ca>/CM-PKII
purified from rat brain [31]. ¡-lowever. <he possibla role of tinis
phosphatase in the dephosphor~lation of hepatic Ca’~/CM-
PK¡l is a; vet unknown.
KN-62 was alMa to antagoniza (i) <ha stimulation of CPT-1
induced by OA and hapatocyta shrinkaga and (u) tha OA-
induced hepatocyía shrinkaga. Therafora a link may exist not
oniy betwean tha OA-triggered phosphorylation of Ca2~/CM-
PKII and <he OA-induced stimuiation of CPT-I. but also batwaan
tha effect of QA andcali shrinkage on CPT-1 activity. In lina wi<h
<hase data. Háussingar and co-workers [23,32] haya shown that
Ca2~-mobiiizing agants such a; vasoprassin and extracallular
ATP decrease hepatocyta voluma. Navartheiess. wa ara aware
that tha magnituda of the acrivation of CPT-1 induced by 0.5 jaM
OA is much greatar <han that elicited by hyperosmotic medium,
aithough the latter reduces hapatocyta voluma much mora
markediy than <ha formar (sea <ha Rasults section). In addition,
KN-62 ‘xas unabia to antagoniza the decrease in hapatocyte
voluma induced by incubalion of cali; in hyperosmotic madium.
Renca. although tina stimulation of CPT-1 by OA might be
parnially depandent on Ca2~/CM-PKII and in turn on hapatocyta
shrinkaga. the possible connection batwaen thase paramatar;
requiras further invastigationi.
Tha machanisan by which Ca2>/CM-PKII activates hepatic
CPT-I is stili not known. Evidence has been presentad showing
that tha stimulation of heparocyta CPT-1 by OA does not invoiva
<he direct phosphorylation of CPT-1 [7]. Wc haya recently
obtained data indicating thaI cytoskaletal componants may be
invoived in the stimulation of hapatocyta CPT-l by agants such
a; protain phosphatase inhibilor; (inciuding QA), vanadata and
cAMP analoguas [32a1.AII tinasa compounds are potant dis-
rupter; of tha cytoskeiaroni of hapatocytes and strong inhibitor;
of hepatocyta autophagy [10.11,33,34]. lntarastingly, <hase
decís of protein phosphatasa inhibitor; (vanadata and cAMP
analoguas) haya baen shown to be antagonized by KN-62
[10,; I.33.34]~ lo fact, Ca~t/CM~PKIl is one of the nnost
important prorein kinases involved in Una control of cytoskalatal
intagrity by pinospinorylation [8]. ‘It biod; tu both microtubulas
and inrarmadiate filamenís wirh high affinity, phosphorylating
protain; such a; vimentin, plactin. microtubula-associatad
protein-2 and tau ¡8]. Tha possibia connaction between activation
ofCa’/CM-PKII. disruption of thecytoskeleton andactivation
of CPT-1 is currantly under study ini our laboratories.
We are aware that a discrepancy axists batween the affects of
OA aod agants that increase cytosolic fraa Ca2~ concentration un
CPT-1 acrivity and Ca24/CM-PKII phosphorylation [35]. For
axample. A-23187. lika OA. induces a 3—4-fold increase in tha
phosphorylation axtent of ral hepatocyta Ca24/CM-PKII
(G. Velasco. M. Guzmán. V. A. Zammit and M. J. H. Gealen.
unpublishad work), but it has no affact 00 CI’T-l activity [7.35].
The reason for tina lack of stimuiatory allact of compounds that
Increasa cytosolic free Ca~ concentration on hapatic CPT-l [35]
is noÉ obvious. Most of <ha pravious work un <he mechanism of
Ca2JCM-PKII autophosphorylation has baco parformed with
brain kinasa. it 1; we¡l establishad Iinat ¡neural Ca2~/CM-PKIl is
first rapidly/transiently activated by Ca2~/calmoduIin. and <han
<ini; activarad form of <he enzyma undargoes permanant ac-
tivation by -auropinosphorylation [8].Howevcr. tinis machanism
may nol be exactly idantical in axtranaural íissuas. For example.
smooth-muscle Ca~/CM-PK¡1 ;hows a dillerent pattarn of
Ca>/calmodulin-depcnident auíophosphorylation from tinat of
tina brain enzyme, cg. <ha Iattar becomas autophosphoryiated
much mora rapidly <han <he formar and <ha amino acid rasidues
aurophosphorylated in <ha íwo enzymes are vary different [91.As
far a; we know. no study has baen performed <o date un <ha
machanism of hepatic Ca2JCM-PKII autophosphorylation. it
wouid <hus be inlaresting tu determina winether OA and A23 ¡87
induce <he pinospinorylationi of dillarant amino acid rasiduas in
heparocvta C-a2~/CM-PK1l. anid wharher othar protemnis whose
216 G. Velasco and others
pho;phorylation is triggerad by OA (but not by A23187) are
requirad for tha stimuiation of CPT-¡.
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-The mechanism of malonyl-CoA-independent acate
control of hepatie carn¡tine palmitoyltransferase 1 (CP’T-I)
acrivity was investigated. In a first series of experiments,
the possible involvement of the cytoskeleton in the control
of CI’T-1 activity was studied (1) Treatment of
pe¡-meabllized hepatocytes with tryps¡n ¡u very mild
conditions produced a ca. 50% stimulation of CPT-1. This
effect was not observed in celis that bad been pretreated
with okadaic acid (QA) and seemed to be due to tbe action
of tryps¡n 00 cdl component(s) distinct from CPT-I. (u)
Incubation of ¡ntact bepatocytes with 3,3’-
iminodipropionitrile (IDPN), a disruptor of intermediare
filaments, ¡nci-eased CPT-1 activity in a non-addit¡ve
manner with respect to OX Taxol, a stabiiizer of tbe
cytoskeleton, prevented the QA- and IDPN-induced
stimulatlon of CPT-l. (iii) CPT-I activity iii isolated
mitochondria ns depressed ¡o a dose-dependent fashion
by the addition of a total-cytoskeleton fraction and a
cytokeratin-enriched cytoskeletal fraction, tbe latrer be¡ng
3 times more potent than the former. lo a second series of
experiments, tbe poss¡ble link between Ca2~/calmodulin-
dependent protein kinase 11 (Ca2/CM-PKII) and the
cytoskeleton ii-as stud¡ed in the contefl of CFI’-1
regulation. <i) Purifled Ca~~/CM-PKll activated CPT-1 ¡u
permeabilized hepatocytes but not in ¡solated
¡nitochondria. (ji) Purifled Ca2JCM-PKII abrogated tbe
inhibition of CPT-l induced by a cytokeratin-enriched
fraction. (iii) The Ca2~/CM-PKlI inhibitor KN-62
prevented the OA-induced phosphorylation of cytokeratins
in intact hepatocytes. Resuits thus support a novel
mechanism of sbort-term control of hepatie CPT-l activity
wbich may rely on the cascade Ca2 JCM-PKIJ activation
-> Cytokeratin phosphorylation -> CPT-1 de-inhibition.
Mitochondrial fatty acid oxidation in livor provides a
major sourco of energy Lo this organ and supplios
extrahepatic tissuos with ketone bodios as a glucose-
replacing fuel (1,2). Carnitino palmitoyltransforase 1 (CFI’-
1), the outer-mitochondrial-menibrano carnitino
pa]mitoyltransforaso, catalyzos the pace-sotting stop of long-
chain fatty acid translocation hito dio mitochondrial matrix
(1-5). Moreovor, receut determination of flux control
coefficients of the enzymes involved in hepatic iong-chain
fatty acid oxidation shows that CPT-I plays a pivotal role in
controlling tho flux through tbk patbway undor different
substrato concontrations and patho-physiological ataros
(6,7). CPT-I is subjectod Lo long-torm rogulation lii
responk to altorations in tho nutrirional aud hormonal
status of tSe animal (1,2,5). Short-term control of CPT-I
acdvity involves inhibition by malonyl-CoA, the product of
the roaction catalyzed by acetyl-CoA carboxylase (8). Since
tho lattor onzyme ja a koy regulatory site of fatty acid
synthosis de novo (cf. 1-5), malonyl-CoA inhibition of CFI’-
1 allows an elegant expianation for tho coordinato control
of tho partition of hepatic fatty acids betweon ostorification
and oxidation. As a matror of fact, ovidonce has
accumulated during tSe lasÉ two docados highlighting tSe
pbysiological importanco of malonyi-CoA inhibition of
CPT-I not only in livor bur also iii extra-hopatic tissues
(1,5).
During tho lasÉ years, howovor, a novel mochanism of
control of hepatic CPT-I activity has beon pur forward.
Srudios using permeabilizod hopatocytos hayo shown that
varinus agonts oxort short-torm changos ¡u CP’I’-I activity iii
parallol with changos ¡u tho rato of long-chain fatty acid
oxidation (3,9). Thoso shorr-rerm changos ira bopatio CPT-l
activity are asaumed to be mediatod by a malonyl-CoA-
indopendent mochanism, since they survive cd
pormabilization, extensivo washing of tSe permoabilizod
celis «o aliow complote reoñoval of malonyl-CoA) and
subsequont proincubation of tho coil ghosts at 3TC before
detormination of CPT-I activity (to allow equalization of
tho conformational atate of CPT-I) (10). Evidonco has also
boen prosontod showing thaÉ the stimu¡ation of hepatic
CPT-I by tSe phosphataso inhibitor okadaic acid (OA),
used as a modol compound to study tho shorr-torm
rogulation of CPT-I, doca nor involvo tho direct
phosphoryiation of CPT-I (10). It has been rocontly shown
that tSe OA-inducod stimulation of CPT-I ¡a prevented by
KN-62, an inhibitor of Ca2~/cahnodulin-dependont protoin
kinase II (Ca2~/CM-PKII) (11), aud by taxol, a atabilizer of
the cyroskeleton (12). These obsorvations suggost that both
activation of Ca2~/CM-PKII aud disruption of tho
cytoskoloton may be nocossary for the QA-induced
stimulation of CPT-I Lo be demonstrated. It os conceivable
1
diaL diese twa processes may be relaLed, sizice Ca2JCM-PKII is ono of tho protein kmasos more active¡y involved in
dic control of the inLegrity of tho cytoskeleton by
phospborylating cytoskeleral proteins (13). However, the
avents undorlying this novel mechanism of control of CPT-I
activity are as yot unknown. Tlio present work was thus
undortaken to study iii detall tho molecular basis of the
malonyl-CoA-independont sbort-torm control of hopatic
CPT-Y activity.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Mateñais - L-[methy/-3H]carnitine, carrier-free [32P]P
1,[1-
‘
4Cfacetyl-CoA, the ECL detection kit and the protain kinase C
assay kit were from Amersham International (Amersham, Hucks,
131K). Terradecyig)ycidate was kindiy donated by Dr. .1KM.
Lowenstein (Brandeis University, Wa)tham, MA). The anti-CPT-I
anribody (raised against peptide residues 428-441 ofrat liver CFI’-
1) was kind)y given by Dr. Victor A. Zammit (Hannah Research
InstituLe, Ayr, UniLed Kingdom). Coichicine and cytochalasin B
were kind)y gifted by Dr. .1KM. Andreu (CIB, Madrid, Spain). 3,3’-
iniinodipropionitrile (IDPN) was frono Acros Chinúca (Geel,
Belgium). OA,KN-62, A23187 and classical protein kinase C were
frono Calbiochem (San Diego, CA). Ca2~/CM-PKII was from
Biomo) (Plymouth Meeting, PA). cAMP-dcpendent protein
kinase, írypsin and the monoclonal anti-cytokeratin antibody
(done 1(8.13) were frono Sigma (St. Locis, MO).
Iso/añon and incubañon of heparocytes - Mala Wistar rat; (200-
250 g) which had free access to food and water were used in aU
experiments. Hepatocytes were iso)atad by ¡ha collaganase
perfusion method as described bafore (9). Hapatocytes were
routmely uncubated iii Krebs-Henseleit bicarbonate buffer (pH
7.4) supplemented with 10 mM glucosa and 1% (w/v) dafatted
and dialyzed bovina serum albumin. Incubation; (4-6 mg of
ceUular protein/ml) were carried mit aL 37C iii a meíaboiic
gyratoiy shaker (85 oscillations par miii), under an atmospherc of
0
2/C02 (19:1).
Ass~v of CPT-I acñviíy ña isoé’ated mitochondña - Mitochondria
were isolated citber from hepatocytes and CPT-I activity was
measured as the malonyi-CoA-sensitive uncorporation of
radiolabelled L—cannitine bito paimitoylcarniíine exact¡y as
described before (10). When CPT-I activity was determuned in
suspensiona of mitochondria contauning cytoskeletal fraction;
(Figs. 2 arad 3), CPT activity was also determuned iii al) the
cytoskeletal fractions employad and than substraaad from Ihe
CPT-I acttvity experimentaUy determined. An>way, CPT activity
detarmuned in Ihosa cytoskeletal fractioras was alway; marginal and
on Lhe basis of proteun content nevar accounted for more [han5%
of <he CPT-I activity measurad iii mitochondrial suspansiona.
Preparations of mitochondria were practicalí>’ davoid of
paroxisomes, as judged from the ¡0w recovar>’ of catalase activity
(<5%) in those preparations.
Assay of CPT-I acñvity in penneabilized hepatocytes - After
uncubation of the hepatocytes with the additions indicated ini each
case, CPT-I activity was determuned in digitonin-permaabilized
hepatocytes as the tetradecylglycidate-sensitive incorporation of
radiolabelled L-cannitune bito pa¡mitoylcannitine (9,10). in Ita
“one-step assay (Tabie II), cali permeabilization and assay of
enzyme activity are simu¡taneously perfonniad (9). Iii other
expariments, however, CFI’-! activity was determinad by a more
complex procedure (Fig. 1). Iii this “two-srep assay
M, ceL are
permeabilizad with digitonun, arad t en extan ivel>’ washed with 40
volumes of a mediuno containung 10 mM Tris-HO, pH 7.4, 150
mM KCI, 5 mM EDTA and 5 mM EGTA. fle permeabilized-ceil
peleÉ was resuspended iii that medium with the additions
undicated and CFI’-I activÉ>’ was subsequently determinad after
preincubation aL 37C for 5 miii. This was achieved exactly as
dascnbed previously (10).
Since permeabilized hepatocyt¿s aiso express CFI’ activÉ>’ from
peroxisomes arad microsomes, Ihe contribution of CFI”-! to total
hepatocellular tetradecylglycidate-sensitive CFI? activity has been
quantitiad. Thus, hepatocytes were uncubated with 10 ¡¿M
tetradecylglycidate for 30 miii; purified mitochondria,peroxisomes
and microsomes were isolated (9), and CFI’ activity was measured
iii ¡hase fractioras. It turnad out that at ¡aast 85% of total
tetradecyiglycidate-sensitive CPT acrivity experimental)>’
determinad corresponde to CFI’-I, whereas microsomal CFI” arad
paroxisomal CFI’ together make a munor contribution (<15%) to
the tetradecy)glycidate—sensitive CFI’ pool under these conditioras
(ref. 9 arad results noÉ shown). Therefore, we beliave that
datermunation of CPT-I activity by this procedure is not prona to
substantial error.
Westem btor analysis of CPT-I - Mitochondrial fractions were
;ubjacted ¡o SDS-PAGE usung 1.0-mm thick 10% polyac¡ylamide
gals. Stackung and resoiving buffer pH values were adjusted to 6.8
arad 8.8, respective)>’. Proteuns were transfarred frono SDS geis
onto nitroceilulose membranas. The hlots were then biocked with
5% fat-frae dniad milk lii PBS supp)emented with 0.1% Tween 20.
They were subsequentí>’ uncubared with Ihe anti-CFI’-I antibod>’
(1:5,000) iii PBS/Tween 20 fon 2 h at 4C, andwashed thorougly.
The blots were Unen uncubated with anti-shaep peroxidase-
conjugated secondar>’ antibo@ (1:10,000) fon 1 h aL room
temperatura, arad final>’ subjected to luminography with an ECL
detection kit.
Isotation of cytoskeletat fractions - Two cytoskeietal fractiona
were preparad according Lo van Bergan en Henegouwen et al.
(14). Briafly, isolatad hapatocytes ware sedimented (2 rada at 100
x g) arad resuspended iii a cytoskeieton stabilizung buffer (CSK
buffer) consisting of 10 mM Pipes, pH 6.8, 0.25 M sucrose, 3 mM
MgCI
2, 150 mM KCI arad 1 mM EGTA. mis buffer was
supplemented with the folowung proteunase unhibitors:
phenylmethanesulphonyl fluonide (75 aNt), tosyl-L-phenylalanine
chioronethyl ketone (2.5 ug/m)), íosyl-L-.lysine chloromethyl
ketone (25 sg/mI), tosyi-L-argununa merhyl ester (2.5 sg/mI),
pepstatun (0.8 sg/mI), taypsun unhibitor (7.5 sg/mI), laupeptun
(0.8 sg/mI), banzamidine (115 sg/mI) and aprotunin (0.06
kallicreun unhibitory units/ml), together with 10 mM 2-
mercaptoathanol. Tha fraction corresponding to total cytoskeleton
(Fraction 1) was obtained by incubarion of hepatocytes iii CSK
buffer with 0.5% Triton X-100 at room temperature fon 10 miii
nad subsequant centrifugation ar 20,000 x g for 1 miii (14). The
fraction anniched iii intermedia¿e fflaments (Fraction II) was
iselated by uncubation of hepatocytes un CSK buffer with 0.5%
Triton X-100 for 10 mun at 4C (which allows tubulin
depolynierization) and ira the presence of 0.6 M Kl (which allows
actun depolymarization). Collaction of the untermediate filament-
anniched fraction was performad as in (14). The two cytoskeletal
fractioras were fanal)>’ resuspended un CSK buffer supplemented
with the afora-mantioned proteinase inhibitors arad characcerized
for their content iii tubulun and cytokeratins axactí>’ as un (14).
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Immunop~rcipi¡añon of32P-¡abeiled cytokemñns -Aftar isolation,hepatocyteswerewashed twice iii phosphate-free DMEM madium
supplemented with 1% (w/v) defatted and dialyzed bovina serum
albumin. Hapatocytes (6-8 mg of cellular protein iii LS ml of Use
aforemerationed madium) wera subsequently iracubated iii that
medium ar 37C iii a metabolic ~‘rato¡y shakar (85 oscillatioras
par miii), under an atmosphere of 0jC0
2 (19:1). Hapatocytes
wera )abelled with 0.2 mCi of [
32P]Pfor 1 Ii arad subsequan ly
exposed to the additions undicated. One mi of celis was rapidiy
sedimentad (5 s al 12,000 x g) arad resuspended iii 0.5 ml of 50
mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCí, 1% (y/y) Igepal, 0.5% (w/v)
sodium deoxycholate and 0.1% (w/v) SDS, supplementad with the
afore-mentioned proteunase unbibitors. Samples were cantrifuged
(1 miii at 12,000 x g) arad 500 pl of Lhe supannataníware treated
with 1% (y/y) Triton X-100 br 1 mira. After another
cantnifugation stap, 200 plof the resu¡tung supamatarat wera taken
for inomunoprecipitation by uncubatung wiíh a monoclonal anti-
cytokaratun antibod>’ bound Lo proteun A-Sepharose iii TTHS
buffar (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.5 Nt NaCí arad 0.05% Tween
20). ‘Pie latter was also supplemaníed with prolainase inhibitors.
Immunoprecipitation of cytokaratuns was performad as describad
bafora for acetyl-CoA carboxylase (15) and Ca2~/CNt-PK1I (11).
Samples ware subjected to SDS-PAGE as describad aboye. After
foxung and drying of Use geis, 32P-laballad bands ware visualizad by
autoradiography.
Incubañon wida pmrein kino.ses - Permeabilized heparocytes or
isolated mitochondria (1.5-2.0 mg protein/ml), supplamanted or
not wiíh cytoskeletal fractions (as undicatad iii eve¡y case), were
uncubated at 30C for 10 miii iii ejíher of Ihe followung
phosphorylation media, arad aliquota of the incubatioras ware
subsequently taken to determine CP’I’-I activity as describad
aboye. (i) Ca’~/CNt-PKII phosphoryiation medium contaunad 50
mM Hapes/KOH, pH 7.4, 100 mM XCI, 1 mM CaCI
2, 10 mM
NtgCI2, 0.1 mM ATP, 30 ng/pl cahniodulun, 50 nM OA arad 0.6
ng/pl purífied Ca
2~/CM-PKII, esse íially as recomendad by the
sup iiar. (u) cAMP-depandant protaun kunase phosphoeylation
medium was axactí>’ as described before (10). (iii) Protaun kunase
C phosphorylation madium contauned 3 mU/sil purifaed proteun
ldnase C arad the assay components accordung to Lina supplier.
Detenninañon of matonyl-CoA concentrrnion - Intracellular
¡avais of malonyl-CoA ware determinad iii neutralizad pcrchloric
acid extracta by a radioenzymatic meritod (15).
Stañsñcal ana¡ysis - Results shown raprasení the mearas±&D.
of tina number of hepatocyte praparatioras indicated in cadi case.
Incubatioras of inepatocytes or mitochondria a; wdli as anzyme
assays were always carniad out in triplicata. Síatistical anaiysis was
performad by Studant”s t test.
RESULTS
Effect of mi/ti tzypsin digestion on CPT-f activity - In a
farst set of experimenta aimed aL determining whether
cyroskeletal conuponants may be unvolved in tino control of
CFI’-! activity (12), permeabilizad hepatocytes were LreaLed
with trypsin in very mild condiLiona (low doses, 40C, 2 mm)
aud CPT-I activity was subsequentí>’ determinad. As shown
ira Fig. 1, when hepatocytea wero uncubated iii the proaonco
of no additions and furthor permeabilized with digiLonin,
trypsin was ablo to stimulate CPT-I by ca. 50% iii these ccli
ghosrs. Preincubation of hepatocytes with QA ¡cd to a
similar activation of CPT-I iii the permeabilized-ceil system
(Fig. 1). However, trypsun was unabie to produce an>’
furthor stimulaÉion of CPT-I iii ghosts proparod from OA-
pretreatod hepatocytos (Fig. 1). Tho cytoskeletal stabilizer
taxol has been shown Lo prevent the changos iii hepatic
CPT-I activity inducod by a number of cellular offoctors
including QA (12). Likewise, whon hepatocyres wore
pretreated wiLh QA iii combination with taxol, the
stimulatory effect of t¡’ypsin was evidont (Table 1).
TABLE 1
CPT-I aalvnv u, pemeabiltM /aeoatocna ami ¿,oúai mácehonáña te núM 0>72mw
He~aocvcn WCTC orcincubsed toe 45 aun ¡o rite absen~ crin tite pmcaa ot ¡0 .h4
azoÉ Inonaoos wcra conunued loe 85 aádiñonui mis wid, oc witboa 0.5 uM OK
Cella were peninbdized with digitotun. a~ glnu <1.5-LO mg protein/mi) WC?!
subseauendv nsaed vnah oc wirhout 125 »g tr,p.É/wl lot 2 mio U 4~C Añm n~n
removal os jo F¡g. 1. CPT-l actav,t wns detamined jo penneabil~d celh ce ¡o
nitocbondña ¡solaed fra,,, abose permeabWzed hepuoc>fl. Resano cosr~ so 4
nfferes expenmeno.
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To test whether trypaun ma>’ cleave CPT-I itself under
Éhoao digostion conditioras, mitochondria were isolatod from
control and trypain-treated permeabilized hepatocytos and
CPT-I was subsequontí>’ detectad by Western blottung (Fig.
1). As oxpectod (5), a unique baud of Mr=88 KDa was
detectod iii tino blots. In addition, no difforonces were
obaerved between Lhe two preparations of mitochondria
(Fig. 1). Furtinormoro, CFI’-! activit>’ was dotormined iii
mitochondria isolatod from pormoabiizod hepatocytes that
had been treated with or without t¡ypsin. As ahown in
Tablo 1, no dilforences ira CFI’-! acrivity were evident
among Lhe different conditiona.
It is worth ¡uoting that treatmont of pormeabilized
heparocyros ivith trypaun iii the conditiona empioyed harem
had no effoct on tho rocover>’ of total pormeabilized-coil or
total mirochondrial proteun. Tinus, when permeabilized
hepatocytas aL 1.6±0.2mg protein (n=4) were troated or
not with 17.5 pg trypsun fon 2 mira aL 40C and ghosts were
collected aher stoppirag trypsin action as described ira
legond to Fig. 1, 1.5±0.1and 1.5±0.2mg ghost proteun
were respectivel>’ recovered. Likewiso, when mitochondria
were isolaLed from those gliosta, 0.18±0.04aud 0.19±0.06
¡ng protem were recovared in ¡nitochondria preparod from
mrypsin-treared and trypsin-untreatod ghosts, respectively.
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TABLE II
Effces ofdin,,xas of¡he qeatkMon a. CPUn* .~ i0m4 frtei
Hentccvtes were premoibetcd for 45 mira lo tite k — la ¡be ptn of tite
nnowaaon of cvnkcleuá inujmny indialsd. ¡aaÉs~ we,t anaS ter 15
adadonal — váab or “.,thout 0.5 »MOA. aaá din .Iiquoc .exe mkn te delanune
¡ cfl”-iby tite one-etepsafas w.I¡ ma wuloa>4.CoA¡o.k Cw.4n~S pan van
of CFI-!actnwv andmalouiyl-CaA aeennnozwere ).29±ftflo,neI/mnnz mgpmtelfl
and 73±12pmoi/mg protein. respeaivciy. Rh. an~k <o <be ¡anta of








HG. 1. FIlen of n.ild brypsin digestion en CPT-I actidby la
penneabilized hepatocytes. Hopatocytos were preincutiated for 15 mm ira
dio absonce (o) or ira Iba presoraco (@)of 0.5 gM OA. Ccli; ~cre ehen
pormoabilized váth digitorain arad thorougJy washod with 40 volumes cf
digitonin-free modium as described ira Experimental Procedures.
Permoabulized hopatocytes were subsequoratly resuspendod at 1.5-2.0 mg
protejo/ml and troated with vatying concentrations of tzypsin at 4C.
Trypsin action was stoppcd aftor 2 mira ti>’ additiora of 10 mg/ml of bovino
serum albuniin arad immodiate washing with 40 volumos of erypsin-froe
medium. mora. CPT-T activity was detormined ira thoso penneabilizod
hepatocytes. One-bundrod percoral CPT-i activity was 1.87±0.20
ramol/min ir mg protoira. Resu¡ts corrospond te 4 d¡fferont cali
preparation;. lnset: Mitochondria were isolatod from pormeabulized
hepatocytos that liad beco troatod wiLbout (lane a) or váth (lario ti) 17.5
gg/mI tzypsin, arad CPT-I was detected ti>’ Westorn blctting. ‘Dio arrow
points te iba 88-KDa band.
Effect of disn¿ptors of tite cytoskeleton oit CpT-i ac¡iviry -
OA and otber phosphataso inhibitors produce
hyperphosphorylarion and corasoquontly disruption of the
cytoskeletal network ira sevaral cail types, including
hopatocytes (e.g. 16,17). To test whether changas in Lho
organization of the cytoske¡eton may be related to parallel
changas ira CPT-I activity, hepatocytcs were incubaLod wath
colchicune (a microtubule disrupLor), cytochalasin B (a
m¡crofilamont disrupror), and IDPN (ara intermediate-
filament disruptor) (18,19). As shown in Table II, raeithor
coichicine nor cytochalasun B affected CPT-I acrivity. A; a
control to prova the biologica] activity of Lhese Nro
compounds on hepatocytes, cellular lipid; were pre-labeiled
with [‘4C]palmitate, and very-low-derasity-lipoprotein output
anto the medium was monitorod (26). As previousiy
described (20), disruption of microtubules wirh colciiicine
or disruption of microfilamonts with cytochalasira 8 led to
a sLrong inhibition (>90%) of the output of very-low-
donsity-lipoprotoin lipids into the medium arad to a parallal



































Siniñcand, different íP<0O¡) from incjbauo.a wnb no aMibáoxn.
In contrasL to coichicuno and cytochalasin B, IDPN
produced a significant uncreaso ira CPT-I activity (Table II).
Iraterestungly, tho offocts of IDPN and QA wore basically
raon-additive (Table II). Furthermore, srabilization of libe
cytoskeleton with taxol prevented the srimulation of CFT-I
iraduced by IDPN and 04 either alono or iii combinafion
(Tablo II). It should be pointed out that neiliher taxol nor
IDPN changed by thomselves ma]onyl-CoA coracentrarton
iii hepatocytos (Tabla II). In addition, noirbor of these two
compunds affected the QA-induced docroase of
intracellular malonyi-CoA levels (Table II).
Effect of cytoskeletal fractions oit CPT-I activity - To
furthor support the notiora that cytoskeletal compononts
ma>’ inhibir CPT-I, Nro cytoskelatal fraction; were isolated
(14) to sLudy thoir possible unhibitory effoct on CPT-I.
Mitochondria woro liben uncubated with tho cyroskeletal
fracrioras arad CPT-I activity was dororminod. As shown ira
Fig. 2, Iba Nro cyliosko¡otal fraction; produced a dow-
dependent unhibition of CPT-I activity. In agroemont with
tSe effect of IDPN doscribed aboye, dic fraction that was
moro enriched in intormodiato-fiiamont componenlis
(Fraction II) produced a more potent unhibition of CPT-I
(Fig. 2). Fifty parcent unhibition of CFI’-! b>’ the Nro
fraction; occurrod at total cytoskeletal protein:roral
mirochondrial protoin ratios of 0.104±0.25andfl.032±0.O08
for Fraction 1 arad Fraction II, respectivol>’.
Effect of punfled protein ¡<litases on CPT-I acrivity - On
the basis of tho antagonisric effect exerted by KN-62, an
inhibitor of Ca24/CM-PKII (21), the OA-dependant
stimularion of CPT-I has beon suggosted to rol>’ on tho
phosphoryiation arad subsequont activation of Ca2~/CM-
PKII (11). Hence, purified autophospborylated Ca2~/CM-





permeabilizod hepatocytos and CPT-I acliivity was
derermunod. Ca2~/CM-PKII was ablo to signuficantly(P-cO.O1) stimulalie CFI’-! in permeabilized cells (140±8%
stimulation, n= 4) but nat iii isolated mitochondria (6±7%
stimulation, n= 4). In contrasli, addiliion of purified cAMP-
dependent proteun kinase or protoin kinaso C to
permeabilized hepaliocytes did not produce an>’ change iii
CPT-I acriviliy in eirhor isolated mitochondria or













HO. 2. FIlen of cytoske¡etal fraetiona oit CPT-l activity. ¡vlepatic
mitochoradria (15-2.0 mg protoin/aul) woro incubated for 30 mm with
varying amounts of cytoskeletal rracticns (e, Praction 1; o, Faneticra ti)
arad CPT-I activity was subsequentí>’ deternhletod as indicated ira
Experimental Proceduros. Ono-hundrod porcont CFI’-! activity was
865±1.11ramol/mira ir mg proteira. Results corrosporad ¡o 4 difforont
exporimoflts.
In arder lio define tite cali campononlis that are sufficionli
for rite malonyl-CoA-independent control of CPT-I lio be
demonstrated, we raen attempted to recansLitulie tite whole-
cali experimental system in a simple manner by incubating
isolated mitochondria togeliher witit cytoskcletal Fraction II
and purifaed Ca2JCM-PKII. As shown in Fig. 3, Lite
unhibition of CP’I’-I producad by exposura of isalatod
mitochandria lio cytoskelotal Fraction II was reverted by
additian of exogenaus Ca2~/CM-PKII.
Fhosphorylation of cytokeratins in intact hepatocytes - To
obliain furtitor evidenco for titepossible connection between
Ca2~/CM-PK1I arad intermediare filaments, expariments of
hepatic cyliokeraliin pitosphorylation were performed. Tite
pitosphorylation pattern of purifaed cytokeratins in vitro ma>’
noÉ reflecli titeir phospitarylaliiora staLus in more
physiological, intact-coll systems (22-24). Titerefore, intact
hepatacytes were labelled with 32P< and cytakeratins woro
ammunoprecipilialied. As shown in Fig. 4, twa majar
cyrokeratin bands were phosphorylaLed upan itepatacyte







FU].]. Effen of Ca2 /CM-PKII en CPT-I adivity. Hopatic mitochondria
(1.5-2.0 mg protein/mí) were preincubated for 30 mira ira the absonce (-)
or ira tho presorace (-4-) cf cytoskelotal Faaction II (0.05-0.06 mg
pro¡ein/mfl. Purifiod C.a2~/CM-PKll was subscquontly addod (-4-) or not
(-) te tÉ incubadoras, which v.ere run for 10 additioraa¡ mm. Aliqacoes
wero subsoqueratly takon te determine CPT-I activity. Results corresporad
te 3 differont experimeratCSignificaratly difforent (P-c0.01) from
inaibatioras witb no additions.
keratins 8 and 18 on Lite basis of liheir Mr (54 and 45 KDa,
rospecrivel>’) and higb abundance iii rat liver (eg. 22-24).
Mareover, tite QA-unduced phospharylation of diese Nro
bande was prevented by KN-62, Lite Ca2~/CM-PKII
inhibilior titar antagonizes lihe OA-induced stimulation of
CPT-I (11). Novertheless, libe Ca2~ ionophore A23187 had
no effocli on cytokeratin phosphorylation iii intact







PTO. 4. Phospherylation of cytokeratins 1t intact hepatocytes.
llepatocytos wero ¡ceded with 32P~ as indicatod ¡o Exporimeneal
Procedures and further incubatod for 15 mira iii tho absonce or ira the
presenca of 30 pM KN-62. iracubatioras were coratinued for ara additional
15-mira period whh or v.-ithout 0.5 PM OA or 10 pM A23187. Colis were
subsoquently disrupted ami cytolceratins wero immunoprecipitatod witb
a monoclonal aíiti-cytokoratin antibod>’. lmmuraoprocipitates wert
sutijected te SDS-PACE arad autoradiography. [ano a: no additions; ¡ano
ti: QA: ¡ano e: KN-62; ¡ano d: ICN-62 plus 0A4 ¡ano o: A23187; ¡ano f:
KN-62plus A23187. Molecular-mass marlceex (ira KDa) are shown en tite
Ieft-harad sido of tite autoradiogram. ‘Dio oxperimont was repoated titreo






The prosent work was undertaken to study libe
mecbanism by which Ca2~/CM-PKII (11) togetiter wilih
cytoskaletal slirucliures (12) ma>’ be invalved ira libo acuto
control of hopaliic CPT-I, libe enzymo Litat catalyzes libe
pace-settmg step of long-cbain fatty acid oxidation (1-5).
Dalia presoralied in tuis report support the notion titar
itepatic CPT-I activity ma>’ be controlad iii tSe shorli term
not oral>’ by intracelular malorayl-CoA levels (5,8) but also
by a malonyl-CoA-undependent mecitanism that ma>’ invalve
modularion of tite inlieractioras berwoan CPT-I and
cyroskelatal componants. As will be discussed below, lihis
novel mechanism of control of hapatic CFI’-! activiliy ma>’
plausibí>’ reí>’ ora libo cascade Ca2~/CM-PKII activation ->
Cyliokerathn pitospitarylaLiofl -> CPT-I de-inhibition.
Involvement of cytoskeleta¿ components itt tite control of
CPT-f activity - A number of reparts haya recaralil>’
describad libe existeraco of specific intaractioras baliween tite
mitochondrial auter membrane and cytoskeleLal eleníenlis
(25,26). Ira the context of CFI’-! regulation, OA activates
hapatic CP’I’-I (9) and disrupts libe cytoskelalion of
hepaliocytes by causung lihe hyperpitospitarylation of
cvtoskeletal proLeiras (16). Faur observations ira tite preserat
report provide additional evidenca far libe iravolvemarar of
cytaskalalial components (most likely cytakeratira
inliermedialie filamenlis) in libe control of hepaliic CPT-I
acliiviliy. First, exporiments of mild trypsira digasLion suggosli
lihat CFI’-! ma>’ become activatad by cleavage of extra-
mitachondrial celi component(s). Ira lina witb lihis
observation, Forataune cli al. bayo recentí>’ reported thali
porun, the mitacboradrial-outer-membrarae pore-forming
protoira, also becamos activalied ira permeabilized
hepatocytes upan mild trypsin digestiora of extra-
mirochoradrial celí componaralis (27). Iris worth raotirag titar
libe digostiora conditioras employad ira libe presenli papar
were oxtremel>’ milder titan rhasa praviously usad by Kashfi
arad Coak lio study libe effecli of prateolysis ora CP’I’-I (e.g.
28), arad libaraforo libo twa liypes of experimeralis aro raot
comparable. In lino witb aur observatioras, Frasar at al. (29)
did not observe an>’ offecli of trypsin ora CFI’-! undar
digestion conditions more ar iess comparable lio ours.
Intorestungly, ceil pretreatment with OA rendarod CPT-I
relucliarali ra activatiora by trypsira, suggestirag that bolih QA
arad trypsin ma>’ share a cammon mecbaraism to relieve
CFI-! from inhibition. Secorad, incubation of intacli
hepaliocytos witit IDPN increased CPT-I activit>’ in a
basicalí>’ raon-additive mararaer w¡Lh respeaL to OA,
suggestirag a common mecitaraism of actian. Titiad, CPT-I
activ¡ty m isolatod míLochoradria was depressed ira a dosa-
deporaderar fasitiora by tite addition of a totai-cytoskeletora
fraction arad a cytokeratin-onriched cyliaskalelial fractiora, tSe
larrer beirag 3 times more poterat liban libe formar. Fourtit,
taxol prevoratad libe OA-iraduced desensitization of CPT-I lio
trypsira activation, as well as libe OA- arad IDPN-induced
stimulaliion of CPT-!. In sborr, al) titese daLa suggost thali
disruptian of interactions betwaera CFI’-! arad cytoskeletal
component(s) ma>’ relievo CPT-I from inhibition arad
titorefore incroase erazyme acliivity.
The passibililiy libat CFI’-! inlieracts witb cyroskalalial
comporaenlis as pur forward ira libis papar is ira lino with libo
currerat nation libar the dynamics and intracelular
distributiora of mitochondria ira living colis ma>’ rasulli from
specific interactioras of mitoebondria with compononlis of
tite cyroskololian (25,26). In libe case of rar brain
mitochondria, accruing evidence indicatos libali specif¡c
interactioras occur botwaen mitocboradrial-auter-membrana
prolieins arad cytoskelotal proroiras, aweli doscribed oxample
being libe intoracrian berwoanpena, micrarubule-associatad
protain 2, and libo neurofilamontal prateins NF-E arad NF-
M (26,30). fo axisronce of direct conract sitas berwaan
inliermediate filamonlis and libe mitochondrial autor
membrana has boen reportad nor only ira neuroras, buli also
ira smoatb muscle myocytes (31) arad adrenal cortax celis
(32). As far as wa know, altbough rat livor mitochandria
itavo been sitawn to intoract witb micrarubules (33), diroct
evidanca for titeir interactian witb intermediare filanienlis is
sliill lacking.
It has beon suggesred libat a funclilon of libe interacliians
betwean mitachondria arad intermediare filamenlis ma>’ be
to locate mitocbondria in precise sites wilibin libe cel
(25,26,34). This idea is basad on experimoralis showing a
parallel redislinibutian of mitochondria and intermediare
ftlamanlis upan cal expasure lio agonts tbar disrupt
inliermedialie filamonlis (34) ar ira cerrain stross situaliians(35). TSe mitochondnialaltaratians observad ira dosmin-nuil
‘mice alsa supparli this bypotitosis (36,37). Since tho
organizaliian of iratermediate filamants changos dramaticail>’
in a number of livor palibologios (38), libe abservations
described ira Lhe praserat papar pradicli libar CPT-I activiliy
as affacrod b>’ cytaskeloral companenlis ma>’ chango urador
patba-pbysialagical situations la wbich libe orgaraizarion of
tite cytoskoleton is altored, eg. ira trarasformod celIs. Tbus,
wa hayo recenlil>’ observad (aulibar;’ urapublishad resullis)
that CPT-I specific activir>’ 1; similar la miliocitandria
isolated from bepatoma cals and normal hepatocytes, buli
just abaut italf in permoabilizod hapaliocytes liban an
permoabilized itepalioma col];; in addiliion, CFI’-! becamas
reluctant Lo stimulation by OA ira bopatoma celis. These
observaliions supporli Lhe noliion titar la bapatocytas OA
raleases CP’I’-I from certain corasliricliians imposadby extra-
mitochondrial cali camponenlis libat da noÉ aparate cirber
ira isalated mitachondria or in transformad livor celis.
Involvemene of Ca2~/CM-PKJI ¡it the contml of CPT-I
acdvity - Provious exporimonlis la orn laboratorios hayo
shown that KN-62, an inhibitar of Ca’~/CM-PKII (21),
antagon¡zos tite OA-iraducod stimulation of bepatia CP’I’-I
actívir>’ (11). In contrasli, nailiher H-7 -an initibitor of
cAMP-dependent pratein kinase and protain kinaso C- nar
0F109203X -a protain kinasa C inhibitar- were able ro
prevent libe OA-iraduced stimulation of CP’I’-I (11).
Likewise, inhibirors of libe mitogan-activated protoinkinaso
cascado sucb as wortmararaira, apiganin and PD98059 aro
unabia La preverat libe OA-iraducad sti¡raulation of CPT-I
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(autbors’ urapublisbad rosullis). Ca2~ /CM-PK1I becomos
carastitutivol>’ activated wbera autophaspitarylated la kay
serme or libreanune residues on tite autoraomy site of libe
erazyme (13). Autophospitorylation is sufflciorat Lo disrupt
tite autoirahibitor>’ domain of Ca2~/CM-PKII, leading to a
permananli da-inhibition of libo kinasa (13). It is Litus
conceivabla libaL parmanent activation of Ca2~/CM-PKII
erasues upan irabibitiora b>’ OA of libe pitospitatases involvad
ira libo depbospborylaliiora (= deactivation) of Ca2 /CM-
PKI!. Ca2~/CM-PKII autopbosphorylatiara itas ladead been
demorastralied in bepatocylies upora chaflerage lia OA (13).
Tbe present dalia polali Lo a link between Ca2~/CM-PKII
and libe c>’toskalaton in tbo corataxli of CFI’-! ragulatiora.
This coraclusion is basad mostí>’ on titree observatioras. Firsli,
purified Ca2~/CM-PKI! was able to activato CFI’-I ni
permeabilizad celís buL nat ira isolated mitochondria. Tbis
ís ira agroamerat with previous evidence againsli tite
involvement of direcr phospitorylation ira tite OA-induced
stimulation of CFI’-! (10) arad iradicates titar extra-
mitochondrial cdl comporaenlis are raqulrad for libe
regulation of CFI’-I acrivit>’ by Ca2~/CM-PKII. In Lhis
respecli, it is wortb notirag diaL parmeabilization of
hepatocytes witb digilionira seems Lo preserve quite wall
batb tite general morpboiog>’ of tite cefi arad tite structure
of libo cyroskaloron (39), arad titerefore tite potential
interactiaras botwean libe cylioskeleton and calI orgaraellos
ma>’ remain basicail>’ uraaffected upora titis type of
manipulatiara. Secorad, wbon isolatad mitocitoradria wera
nícubatad witb a cyliokeratin-enricitod cytoskoletal fraction,
purified Ca2t/CM-PKII was abia to abrogata libe iraitibition
of CPT-l iraduced by tbat cyliokeratla fraction. It is clear
from titase experimonlis titali a simple roconstituted system
compasad by isolaliad mitochondria, a cyliokeratin-eraricbed
fracrion arad purified Ca2~/CM-PKI! may reflect tite
situatiora accurrlag ira Lite intaet hepatacyte, iradicaliing diaL
tbese libree companents are suflicierat for titemalonyl-CoA-
iradaperadorali acuto control of CPT-I to be demonstralied in
vitro. Third, Lite Ca2~/CM-PKII irahibitor KN-62 preverated
libe OA-iraduced pitospborylation of cyrakeratins in
bepatocylios, poiratirag Lo a role of Ca2~/CM-PKII on
cytokeratin pbospborylation ira intact itepatacylies (23,24).
Pbosphorylation of cytokoratla intormediate filamenlis by
Ca2~/CM-PKI! in wbolo ceils lead; Lo tite disruption of
tbese strucliuras (23,24), arad liberafore tuis observation f¡ts
witb tite OA- and IDPN-induced stimuiatiora of CPT-I.
Additioraal evidorace far libe involvomeat of cytokeratins
ira tite conLrol of CFI’-I activili>’ is givon by tbe lack of effoct
of A23187 ora cyrokeratira phosphorylatiora ira hepatocyros.
In lihis coraliext, challerage of itepatocytos Lo OA leads Lo
CFI’-I activaLiora arad c>’tokeraliin pitospborylatiora, witoreas
alevation of cytosolic frae Ca2t coracentratiora b>’ A23187
has no effect ora aither CFI’-! activit>’ (40) or cytokaratira
phospitorylation (Lito proseali papar). Tite passibility that
liver Ca2t/CM-PK!I ma>’ bayo a different palitern of
activation by Ca2~/calmodulin arad b>’ autopbospitorylatiara
titan brain Ca2t/CM-PKII (cf. 11) is a; yot ara open
quostiora.
It is wortb notirag tbat neither cAMP-proteira protaira
kinase nor protela kinase C alfocted CFI’-I activiliy la
permeabilizad bepatocyres la spilio of titair abilir>’ La
pbospitorylata cytokeratlas itt vitro (23,41,42). However,
saveral linos of avidaraca indicata libar neitber of libase Nro
pratein kinases pía>’ mi imporrarar role in Lba direor control
of iratarmedialia filamerar integrity ira inliact bepaliocytes.
Thus, it itas beon sbawn libat pratein kinase C may be
resporasible for maintairaung basal lovais of phospbarylaLion
on cytakeraliiras 8 arad 18 witbout altorlag cyrokeraliin
filamerat assombly (41). As a matter of fact, exposure of
latact hepaliocytos Lo phorbol estor; induces c>’tokaratin
pitaspbor>’lation buli doc; noÉ allier argaraization of
latormedialio filamenlis filamerat, wbich appear as fuil>’
assembled raotwarks (42). In addition, phosphopeptide maps
of bopatie cytokoratins pbospitorylatad in vivo and itt vitro
cloarí>’ indicate lihat cAMP-daperadant protein kinase is not
mucb iravolved ira c>’tokeratin pitaspbor>’laliion ira iratact celis
(23). Ira contrast, arad ira lirae with data la tite presenL paper,
Ca2t/CM-PKII bas been showra to pía>’ a majar rolo in tite
pbospborylaliion and furactional laliogrity of hepatie
cytokoratins itt vivo (23). It has tren also suggestad libat
activatian of Ca2~ /CM-PKI! (arad noÉ of aliber pratola
kiraases) is rasponsible far tite OA-laduced disruption of
hepatocyto cytoskolaron (16). Ah ¡ibis pounts ra a furactional
involvomerat of rbi; protein . kinasa ira libe control of tite

















SCHEME 1. Pnposed modal for lb. maionyl-CoA-independent acule
control of hepatie CPT-I aetivity. Seo tÉ ten for abbreviations arad
further detaila.
Malonyl-CoA-dependent and rnalonyl-CoA-independent
control of CPT-I activi¡y - Togetitar wiLb previous
obsarvatioras (10-12), dalia la ¡ibis papar allow a modal to
explain tbo OA-iraducod malarayl-CoA-iradapendent control
of bapatic CP’I’-I. As sbowra la Scbeme 1, OA ma>’ activata
Ca2t/CM-PK!! by increasirag it; degree of pbospbar>’lation
upan irabibition of protein phospitaliases 1 and 2A; tuis
effect would be prevantod b>’ KN-62, an lahibitor of
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Ca2 /CM-PKII aurapbospbarylation. AcLivated Ca2~ /CM-
PKII would pbospitarylate cytoskelotal camponents,
perbaps cytokeratins 8 arad 18, tbereb>’ disrupting puliarive
irahibitor>’ irateractiaras boliweara libe cytoskaiotora and CPT-I.
StimulaLion of CPT-! upan disruptian of libo cytoskolaton
would be also acbievod b>’ challenga of intact bepaLocyres
lio IDPN or b>’ Lrealimenli of permeabilized bepaliocytes witb
trypsla ira mild coradiliions. Stabilization of libo cyroskalaton
wilib Laxol ma>’ provarat tite malorayi-CaA-indopendent aculio
stimulaLian of CFI’-I.
It is obvious ritat libe raotion tbat fatr’y acid traraslocation
lato mitochondria ma>’ be controlad it>’ madulation of libe
irateractioras botweera CFI’-I arad cyraskeletal componenlis
(i.e. by a malara>’l-CoA-iradeporaderat mechanism) does raoli
diminisb Lite imporlianca of maiorayl-CoA as a pitysiolagical
madulator of CPT-I activir>’ (5,8). Ora ono barad, since libo
pioneering work of McGarry arad coworkers (8,43), citarages
la long-chaira fality acid oxidation urader man>’ diffarerat
patbo-pbysiolagical situatioras bayo boen sbown La be liraked
Lo changos ira iratracellular malonyl-CoA concentration
and/or citaragos ira tite serasitivit>’ of CPT-I Lo ma]ora>’l-COA
(1,2,5). On Lite aLbar batid, several observatioras suggesli libali
malonyl-CoA-depondorat arad malarayl-CoA-iradeperaderat
aculie control of bepatic CP’I’-I activir>’ migbt aperate in
coracerli. First, Wc itave rocenLí>’ showra libat stimulatian of
Lite AMP-activated proteira kinase -a majar protela kinasa
¡ravolved la libe control of bepatic lipid metabolism- laads to
ara acrivation of bepatic CPT-I by ma]on>’l-CoA-dependont
arad malon>’l-CoA-indapendent mocitanisms (44). Second,
a fractiara of bapaLic acatyl-CoA carboxylase, tite arazyme
resparasiblo for libe s>’rathosis of malon>’l-CoA, has beon
reconlil>’ suggoslied Lo be bound ta Lbo cytaskoletan (45).
Third, ir itas beon puÉ forward titar libe 280-KDa isoform of
aceLyl-CaAcarbox>’lase migbL interact witb libe outer leafler
of tbe mitocitoradrial autor membrana ira order Lo citannel
malon>’l-CoA for CP’I’-I initibition (46). Fourtb, tite rocent
obsorvation libar Lite bulk of tite CPT-I protein seems Lo
face libo cytoplasmic sido of Lite mitocitandrial auter
membrane (29) makes more Iikel>’ LitaL interactiaras
beliwoon CFI’-I arad cytoskeleta] camparaerat; migbt occur.
Ira tbo conten of tbe emergirag role of cytoskelolial
filamentaus raoNrorks la intracelular sigraaling (47), currarat
resoarcb ira our laboratorios is focussed ora Lito possible
axisrenca of a coardinalie control of CPT-! arad acet>4-CoA
carbax>’lase activities by modulation of interaction; between
tite cylioskoletora and libe mitochoradrial autor membrarae.
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Canítulo 2 Resultados y Discusión
DISCUS!ÓN
Los resultados experimentales expuestos era el presente capitulo
permiten identificar algunos de los alamentos que parecen estar implicados en
la regulación a corto plazo de la CPT-I:
i) Diferentes pruebas indican que el citoesqueleto desempeña ‘un papel
importante en la regulación de la CPT-I y que, podría constituir el elemento
extramitocondrial necesario para que se verifique la regulación de la CPT-I que
se pierde tras el aislamiento de mitocondrias. De eratre los diferentes
componentes del citoesqueleto, los filamentos intermedios (y sus principales
proteínas constituyentes en hígado, las citoqueratinas) surgen como los
principales candidatos a estar directamente implicados en la regulación de la
CPT-I. A pesar de que resulta tentador especular con una interacción entre
citoqueratinas y CPT-I (o alguna otra proteína mitocondrial que pudiera
participar en la regulación a corto plazo de la enzima) lo cierto es que no
existen pruebas directas, por lo que de momento dicha hipótesis permanece en
el plano especulativo.
u) La Ca2t/CMPKII ha sido identificada como un factor soluble que seperdería tras la penneabilización de los hepatocitos y que sería una diana de la
acción de las proteína fosfatasas 1 y 2A en la activación de la CPT-I. Así, la
trahibición de estas proteína fosfatasas por ácido okadaico o por tautomicana,
impediría que pueda llevarse a cabo la desfosforilación de la quinasa, que al
aumentar su nivel de fosforilación pasa a encontrarse mayoritariamente en el
estado autónomo. La quinasa activada fosforilaría diferentes sustratos en la
célula y entre ellos diferentes citoqueratinas. Con ello podría estar induciendo
la despolimerización del citoesqueleto (o al menos de los filamentos
intermedios) y cora ello un aumento en la actividad CPT-I.
A la vista de los datos expuestos era este capítulo es posible presentar un
modelo de regulación de la CPT-I independiente de maionii-CoA que liga
activación de Ca2~/CMPKII, fosforilación y ruptura del citoesqueleto y
activación de la CPT-I. Sin embargo, las modificaciones que el ácido okadaico
induce en nuestro sistema experimental, probablemente difieran notablemente
de las que ocurren habitualmente en la célula, ya que la alteración del equilibrio
de fosforilación/desfosforilación que ganera es probablemente de un orden
mayor que el que resulta de la activación fisiológica de las diferentes quinasas.
Par ello, a pesar de la utilidad que el ácido okadaico posee como instrumento
para el estudio de la regulación a corto plazo de la CPT-I, es necesario verificar
el posible papel fisiológico que este mecanismo pudiera tener en la regulación










Capitulo 2 Resultados y Discusión
INTRODUCCIÓN
Una vez determinada la importancia que el citoesqueleto y la regulación de
su estado de organización pueden tener en el control de la CPT-l, se hizo necesario
buscar las implicaciones que este mecanismo pudiera tener era el contexto de la
regulación fisiológica de la oxidación de ácidos grasos.
Por una parte, estudiamos la regulación de la actividad de la CPT-l en
células de hepatoma (Fao y HepG2). Puesto que el ácido okadaico es un conocido
agente carcinogénico, que produce entre otros efectos la desorganización del
citoesqueleto, nos planteamos determinar qué tipo da regulación presenta la CPT-l
en unas células, como las de hepatoma, en las que (dada su condición de células
tumorales) el citoesqueleto tambiénse encuentra desorganizado.
Por otra parte, teniendo en cuenta que la AMPK es quizá la proteína
quinasa más importante en la regulación del metabolismo hepático de ácidos grasos
(Hardie y Carling, 1997), nos planteamos estudiar si esta enzima podría estar
implicada también ea la regulción de la CPT-l no solo a través del control de la
actividad ACC (y con ello de los niveles de malonil-CoA), sino también a través de
un mecanismo independiente de malonil-CoA.
Por último, una serie de estudios- acerca de la posible localización
subeeluiar de la ACC indicaron que ambos mecanismos de regulación de la CPT-l
(dependiente e independiente de malonil-CoA), podrían estar estrechamente
relacionados.
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LOSS OF RESPONSE OF CARNITINE PALMITOYLTRANSFERASE 1
TO OKADAIC ACID IN TRANSFORMED HEPATIC CELLS
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ABSTRACr. The specific activity of carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT-I) was similar in mitacharadria
isalated fram rat Fao and human HepG2 heparama celís arad from rat hepatocytes, bur almost 2-foid
higber in permeabilized hepatoma celís thara ira permeabilized heparocytes. Short-rerm exposure ta akadaic
acid induced a ca. 80% stimulation of CPT-I ira hepatocytes, whereas no significant response of the enzyme
from hepatoma celís was eviderat. Thus, libe high CPT-I activir>’ displayed by hepatama celis may be
reached by hepatocyliesupan challerage ta okadaic acid. The present data may be explained by a disruption
of irateractioras beliweera CPT-I arad cytoskeletal componerats ira tumor celís wbicb may be involved ira lihe
okadaic acid-induced activatian of hepatie CPT-I as previausly suggested [BiochemBiophys Res Commun
224~ 754-759, 1996].
Mitochandrial fatty acid axidatian provides a major saurce of ener~’ ira beart, skeletal muscle arad liver
(reviewed ira [1-3]).Hepatic fatty acid oxidarion alsa supplies exírahepatie tissues with kerone bodies as
a glucase-replacing fuel [1-3].Carnitine palmitayltrarasferase 1 (CPT-I), the auter-mitachoradrial-membrane
carnitine palmitoyltransferase, calialyzes libe paco-settirag step of long-chaira fatty acid transiacarian inta
Abbrevlatlons: CPT-I, carnitine palmitayitransferase 1; ODH, glutamate dehydrogenase
torresponding autitor: Dr. Manuel Guzmán, Deparlimerat of Biocheniistry arad Molecular Biology 1, FaculÉ>’ of Biology,
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lihe mitochondrial matrix [1-31.Recerat determination of flux coratral coefflcierats of the enzymes involved
ira hepatic long-chaira fatty acid oxidatiara shows thar CPT-I plays a pivatal role in contralling the flux
Lhrough titis patbway under different substrate cancenliratioras arad patho-pbysiolagical states [4,5].It is well
established that lang-term changes ira hepatie CPT-I activity occur ira response lio alterations in the
rautritianal arad hannonal status of the animal [1-3].Ira additian, CPT-I is subjected to allosteric inhibition
by malorayl-CoA [1-3].
During the lastyears, a novel mochanism af control of hepatic CP’F-I activity has beera put forward.
Several studies usirag permeabilized heparocytes have shown that variaus agents exert shart-terni effects
an CPT-I activity ira parallel with charages ira the rate of long-chain fatty acid oxidation (reviewed ira [1]).
Thus, cAMP analagues (e.g. dibutyryl-cAMP) [6], effectarswhich increase intracellular cAMIP levels (cg.
glucagara, forskalin) [6] arad protein phosphatase irahibitors (e.g. okadaic acid) [6,7] are able ro stimulate
hepaíic CPT-I. This shart-term activatiara of CPT-I is assumed to be mediated by a malorayl-CoA-
indeperaderat mechanism [8] libar may involve the phosphorylatiora of cytoskeletal comporaerat(s) and the
subsequerar disruptiora of interactioras betweera CPT-I arad the cytoskeletora [9,10].However, the significance
of this putative mechanism of control of CPT-I activity is as yet uraknowra. In the contefl of the
aforementioned hypathesis, it is conceivable that the regulatory properties of CPT-I may change urader
patho-physiolagical situatioras ira which libe arganization of the cytoskeletan is altered. Since it is welI
established rhat the cytaskeletora of transformad celis is disorganized, the present wark was undertaken




The rat hepatoma celI une Fao arad lihe human hepatoma ceil line HepG2 were cultured as previously
described [11]. They were trarasferred to titeir respective serum-free culturad media [11] supplemented
with 1% (w/v) dafatted arad dialyzed bavine serum albumin 24 h prior lio tbe experiments. Hepatocytes
were isolated from malo Wistar rats (250-300 g) which had free access to foad and water by libe
callagenase perfusiora method described ira [7].They were inoculated ira DMEM cantaining 10% (y/y) fetal
calf serum. Aftar calI attachmerat (ca. 6 h), the medium was replaced with serum-free DMEM contairaing
10 raM dexamethasarae arad 1% (w/v) defatred arad dialyzed bovine serum albuniira, arad libe hepatocytes
were culturad for 14-18 h befare libe exparimerats were performed.
CPT-I assay
CPT-I activity was determiraed ira digitonin-permeabilized celis as the tetradecylglycidate-sensitive
incorparation of radialabelled L-carraitine irata palmitaylcarraitine. Briefly, alitached calis (plated ira P6
pIales) ar celís ira suspensiora (scraped fram F75 flasks), as indicated ira ever>’ case, were preiracubated for
45 mira ira the absenca or ira rhe preserace of 20 ~M tetradecylglycidate (kiradly donated by Dr. J.M.
Lowenstein, Brandeis Uraiversity, Waltham, MA, USA), a speciflc irreversible inhibitor of CPT-I (cf. [7]).
Incubatioras were cantinued for an additianal 45-mm period ira the preserace or tha absance of varyirag
coracenlirarioras of akadaic acid. Subsequeralily, carnitine palmitoyltrarasferase activity was manitored ira
hapatocyte monolayers [5] ar susperasioras [7].
Far libe determinatiora of CPT-I activity ira isalated mitochoradria, the culture medium from 10-15
F75 flasks was aspirated, celis wara washed ira NaCl/P1, scraped from libe flasks, arad homogenized ira a
madium coratainirag 10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.25 M sucrose arad 1 mM EDTA. The resulting crude
bamogenates were directly used for isolation of mitochondria and determinatiora of CPT-I arad glutamate
dehydrogeraase (GDH) activities exactly as described ira [8].
Ststistical analysis
Rasullis shawn represent the means±S.D. of tha raumber of experimenlis iradicated in each case. Each
axperimeratal coraditiara was always carried out at least ira quadruplicate. Sliatistical analysis was performed
by the Studerat’s t tost.
RESULTS AND DISCUSSION
‘¡‘be properties of CPT-I ware studied ira twa hepatoma cdl liraes, namel>’ human HepG2 celís and rat Fao
calís, which are commoraly usad as a modal ro sliudy liver lipid matabolism (cf. [12-14]).As showra ira Table
1, CPT-I specific activity was not sigraificantly different in mitachondria isolated from hepatoma cells than
ira mitochondria isolatad from hepatacytes ira primary culture. Similar qualitative resullis were olitairaed
whera values of enzyma activity ware referred ta mass of mitachondrial protein arad to activity unilis of
GDH, a mirochoradrial marker (Table 1). ‘¡‘bis indicares that no differeraces ira the mass of mitochoradria
are evident araiorag tite threa types of celís.
CPT-I activity was subsequantly moraitorad in a permeabiized-celí system. The use of this assay
allows measuremerar of heparocellular CP’T-I activity in its physialogical environirnerat [7].As showra ira Fig.
1, CF1-I activity ira primary hepatocytes was about half of that ira hepatoma celis. This clearly indicates
that CPT-I activity iraside tite hepatacyte is subjected to certaira corastricti¿ns that do raot aperate ira
hepatoma celís or ira preparatians of purified bepatic mirochoradria. ‘¡‘bis is ira lina with libe recerar idea
lihat interactioras betweera libe mitocharadrial auter membrane arad extra-mitacharadrial celí componanlis,
mast Iikely localizad in the cytoskeleron, might be involved ira the caratrol of hepatic CPT-I activity [8,9].
‘¡‘bese interactioras could be readily lost ira preparations of purified mitochondria.
Ta test libis hyparhesis, the offact of libe phosphaliasa inhibilior okadaic acid on CPT-I activity was
determinad ira lihe libree celís testad. One of libe most remarkable effects elicited by okadaic acid ira
hepatocylias arad arber calI typas is libe hyperphosphoxylaliiora arad subsequerat disruptiora of libe cytoskeleton
(cg. [15,16]).Fig. 1 sbaws that a remarkable 80% srimulation of CPT-I ansued upan exposure of primary
hapaliocytas to akadaic acid. Fifty percarar activariara of CP’1’-I accurred at ca. 10 raM okadaic acid,
TABLE 1. CPT-I acrivity in mitochondria isolated fi-orn hepatoma celis
and prhnary hepatocytes
CPT-I activity
(ramal/mira par (nniol/mira par




Values corresporad to 3 separate experiments. Seo Llie Materials arad Methods for further details.
iradicatirag that CPT-I stimulatiora is mediatad by the inhibitiora of protein phasphatase 1 [9,16].Titis is ira
agraemerar wilih tha obsarvatiara tbat prateira pbosphatase 1 seams to be libe maira phospbatase iravolvad
ira tbe ragularion of libe phospbarylatiora state of libe cytoskoleton, arad ira turra ira libe control ofcytoskeletal
iraliagrity [16]. Ira caratrast ta beparocytes, a sligbt but raot staliisliically sigraificarat stimulatiora of CPT-I lio
okadaic acid was avidenli ira bepalioma celís (Fig. 1). Tbarefora, libe bigh ‘CPT-I activity displayed 1,>’
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FIG. 1. Effect of okadaic acid on CPT-I activity in atrached
hepatoma celis and priniary hepatocytes. Feo celis (e),
HepGl celis (o) and primary hepatocytes (‘)were incubated
with varying concentrations of okadaic acid (0, 5, 50, 100 and
500 nM) for 45 mm and CPT-I activil>’ was subsequentí>’
determined with the permeabilized-ceII assay. See the
Materisis and Methods for further detalis. Values
correspond tu 4 separate experiments. Significantly different
(P<0.O1) froin prtmary hepatocytes.
TABLE 2. Comparative effect of okadaic acid on CPT-l act¡vity in hepatoina celis and
hepatocytes, both in suspension and in atrached state
Okadaic acid
CPT-l relarive activiliy (%)
CelIs (500 raM) Attached celís Celís in suspensiora
Fao No 100±17 100±22
Yes 112±11 (5) 119±10(3)
HepG2 No 100±23 rad.
Yes 120±7(4) rad.
Hepatocyres No 100±18 100±12
Yes 180±1» (5) 171±18 (4)
Values correspand ro the number of experiments indicated un parentheses. Sea rite Materíals arad Metboda
for furtiter details. rad.: noÉ determinad. Signiflcantly dilferent (P <0.01) from tite corresponding values
witit no okadaic acid.
It mighr be arguad that the disliiract bebaviour of primary hepatocytas arad hepatoma celís may be
a reflactiora of differences ira tbeir attacbmarat ta libe subsrrare, tbat ma>’ ira tui-ra involve differanr
configurations of tba cytoskeletora. Henca, CPT-I acrivir>’ was moraitored ira ccli susperasions afler cali
scraping from tbe flasks. As showra ira Tabla 2, okadaic acid produced a significant stimulation of CPT-I
ira hapatocyte susperasiaras but nat ira Fao-cell susparasions.
Ira conclusion, libe prasarar data support libe notion libat disruptian of irataractioras beliweera
mitochondria arad irahibiliary cytaskelatal comporaerats ma>’ be iravolved ira tba okadaic acid-iraduced
activadora of hepaliic CPT-I [9].Wc haya recaratly observad (autbors’ urapublished data) rhat iratermadiate
filamerats are libe camparaents of libe cytoskeletan most likoly involved ira the control of CPT-I activity.
Irateresdngly, libe intaractioras betwaera iratermediata filamaralis and mitochoradria become disrupted ira a
sliress situatiora such as haat shock [17].Our rcsults indicate tbat this might be libe reasora far libe enhanced
CPT-I activiliy ira hepatama celís.
Titase iravastigatioras were supportod by libe Sparaish Comisión Interministerial de Ciencia y Tecnología (SAF
96/0113), the Frencb ARC (Association pour la Reclierche sur le Cancer), arad the Ligue Baurguignone
contre le Cancer.
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Incubation of rat hepatocytes with 5-aminoimidaz-
o¡e-4-carboxamide ribonucleoside (AICAR), aix activa-
liar of the 5’-AM?P-activated protein kinase (AMPK),
produced a twofoíd stimuíation of palmitate oxidation
arad of the activity of carnitine pahnitoyltransferase
1 (CPT-I), together with a profonrad decrease of the
activity of acetyí-CoA carboxyíase arad of lihe iratracel-
lular level of malorayí-CoA. AICAR-induced CPT-I stim-
ulation progressively blunted with time after ccli per-
meabilization, pointing to reversal of conformational
eonstraints of the enzyme ira control celis due to the
permeabilizatiora-triggered dilution of intracelular
malonyl-CoA. The stimulation stabilized at a steady
20—25%. This 20—25% mercase ira CPT-I activity sur-
vived upon complete removal of malonyl-CaA from the
permeabilized celís, indicating that it was not depen-
dent on the malonyí-CoA concentration oflibe eclI. This
malonyl-CoA-indcpendeixt activatiora of CPT-I was not
cvident wheix mitochondria wcre isolated for assay of
enzyme activity or when celís were disrupted by vigor-
aus sonication. lix addition, libe microtubule stabilizcr
taxol prevented lihe malonyí-CoA-independent stimu-
lation of CPT-I induced by AICAR. Henee, stimuíation
of hepatic fatty acid oxidatiora by AMPK seems to rely
on lihe activation of CPT-I by two different mecha-
nisms: deinhibition of CPT-I induced by depíetion of
intracellular maíonyl-CoA leveís and maíonyl-CoA-ira-
dcpendent stimulation of CPT-I, which might involve
modulation of interaetioras between CPT-I arad cy-
toskelctal Components. o 1997 Academie Press
The 5’-AMP-activated proteira kinase (AMPK? plays
a majar role ira tbe regulatiora of lipid metabolism ira
mammals. Thus, AMPK pbospborylates and inacti-
vates key regulatory enzymes of lipid metabolism such
as aeetyl-CoA carboxylase (fatty acid syratbesis), 3-hy-
droxy-S-methylglutaryl-CoA reductase (sterol/isoprera-
oid syratbesis), arad bormone-serasitive lipase (triacyl-
glycerol/cholesteryl ester breakdowra) [reviewed ira Ref.
(1)]. Although several protein kinases cara pbospbory-
late purified acetyl-CoA earboxylase arad S-hydroxy-3-
metbylglutaryl-CoA reductase in vitro, it is curreratly
accepted thaI ira iratact hepatocytes arad ira the liver in
vivo this phosphorylation. is mairaly performed by
AMPK [cf. Refs. (1—3)].
Several studies have beera performed ora the potential
involvemerat ofAMPK ira Ibe control offatty acid oxida-
tiora ira the isehemié beart (4, 5) arad the workirag muscle
(6). However, the possible role of this kiraase ira tbe
control of hepatie fatty acid oxidation has raot beera
studied to date. Uralike tbe beart arad the skeletal mus-
cíe, the liver is capable of expressirag eitber bigh rates
of lipogeraesis or higb rates of fatty acid oxidatiora de-
peradirag on Ihe hormonal arad rautritional status of the
animal, arad herace regulatiora of fatty acid axidatiora
seems to be more complex ira liver [reviewed ira Ref. (7)]
than ira heart [reviewed ira Ref. (8)] arad skeletal niuscle
[reviewed ira Ref. (9)]. Carnitine palmitoyltrarasferase
1 (CPT-I) is the key regulatory erazymeira the trarasport
of long-chaira fatty acids irato the mitochoradrial matrix
(7, 10, 11). This enzyme is subject to allosterie inhibi-
tion by malorayl-CoA, the produet of the reactiora caía-
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2 Ahbreviations used: AMPK, 5’-AMP-activated protein kinnse:
CoA, coenzyme A: CPT-I, carnitine palmitoyltransferase 1; AICAR,
5-aminoimidazote-4-carboxamide ribonucleoside; ZMP, 5-aminoin,id-
azole-4-carboxamide ribonucleoside monophosphate.
0003-9861,97 $2500
Copyright 0 1997 by Academic Presa
MI rights of reproduction jo any form reserved.
169
VELASCO ET AL.
lyzed by acetyl-CoA earboxylase (7, 10, 11). Durirag the
past few years, a novel meeharaism of sbort-term con-
trol of hepatie CPT-I has beera put forward [reviewed
ira Ref. (7)]. Several studies using permeabilized hepa-
tocytes have showra that various agerats exert short-
term effects ora CPT-I activity ira parallel witb charages
ira the rate of long-chaira fatty acid oxidation measured
ira Ihe same celí preparatioras. Thus, cAMP araalogs
(e.g., dibutyryl-cAMP) (12), effectors that marease ira-
tracellular cAMP leveis (e.g., glucagora arad forskolin)
(12), arad proteira phosphatase inhibitors (e.g., okadaic
acid) (18) are able to stimulate hepatia CPT-I, whereas
Ca2~-mobilizirag agerats (e.g., vasopressira, a1-adreraer-
gie agoraists, arad extracellular ATP) irahibit hepatia
CPT-I (14). Sirace these short-term changes ira CPT-I
activity are very stable arad survive complete removal
of malonyl-CoA from the medium, they are assumed to
be mediated by a malorayl-CoA-iradeperaderat mata-
raism which might iravolve phosphorylatiora of putative
mediator protein(s) (7, 16).
Ideratificatiora of physiological substrates of AMPK
has beera bampered by the laek of specific methods for
aetivatirag tbe kiraase ira iratací celís. AMPK was rou-
tiraely activated ira iratact hepatocytes by incubatiora
witb fructose or by heat shock or arseraite [cf. Ref. (1)].
These treatments alí deplete iratracellular ATP arad,
tberefore, bave rraaray noraspecifie side effects. However,
a more specific melbod for activatirag AMPK ira iratact
celís has beera receratly reparted. Incubation of intaet
hepatocytes with 5-amiraoimidazole-4-carboxamide ri-
boraucleoside (AICAR) causes uptake of this componrad
arad subsequerat accumulatiora withira the cefi of its
moraophospborylated form, 5-amiraoimidazole-4-car-
boxamide ribonucleoside moraophosphate (ZMP) (16).
The latíer has been showra to mimie the effect of 5’-
AMP ora allosterie activatiora ofrat liver AMPK without
cbaragirag tbe levels of ATP, ADP, arad AMP withira tbe
hepatoeyte (16, 17). Thus, exposure to AICAR has beera
showra lo inactivate acetyl-CoA carboxylase arad 3-hy-
droxy-8-methylglutaryl-CoA reduetase ira isolated he-
patocytes (8, 17) as well as hormone-serasitive upase ira
isolated adipocytes (18). Ira the preserat repod we show
that activation ofAMPK produces a stimulatiara ofhe-
patie long-chaira fatty acid oxidatiora, which relies ira




4ClPalmitie acid, LL-’4C]octanoic acid, L-[Me-’4C]-
carni ine. rl-’4Clacetyl-CoA. and 3H,O were supptied hy Amersham
International (Amersham, Bucks, UK). Digitonin, collagerarase (type
1), AICAR. ZMP, 5-AMP, arad taxol were purchased froin Sigma
Chemical Co. (St. Lorais, MO). Okadaic acid wras supplied by Calbio-
chem (San Diego, CA). Tetradecylglycidic acid was a kirad gift from
Dr. J. Nl. Lowensteira (Braradeis University, Wraltham, MA).
Hepatocyte isolation and incubation. Malo Wistar rats (250—300
g) which had free acceas to food arad water were used throughout in
this study. l-Iepatocytes ‘vero isolated by the collagenase perfusiora
method described ira Ref. (19). Because lipogenesis is markedly de-
pressed just after hepatocyte isolation, celia were incubated for 15
mio at 37~C ira a gyratory metabolic shaker arad subsequently filtered
through nylon mesh prior to use (20). Celí viability, as determined by
trypan blue exelusiora, always exceeded 95% in the final hepatocyte
suspension.
Hepatocytes were incubated irn Krebs—Heraseleit bicarbonato
bulfer supplemented with 10 mM glucose and 1% (w/v> defatted and
dialyzed bovino serum albumin. Incuhatioras (4—6 mg of cellular pro-
teira/mí) were perforined ira a total volume of 2 ml at M’C, with
constant shakirag (85 oscillationa/min) arad under an atinosphere of
0
2/C02 (19:1). Stock solutiona ofAICAR, okadaic acid, arad taxol were
prepared in Me2SO. Therefore, control incubatioras had the corre-
sponding Me,SO coratent. No significarat irafluence of Me2SO on any
of the experira,eratally determined parametera was observed at the
final coracentration used (0.1%, y/y).
Rete of fatty acid oxidation. For detern,inatiora ofthe rate of fatty
acid oxidatiora, hepatocytes were incubated for 15 mm with the cellu-
lar effectors iradicated in every case. Reactiona were subsequently
started by the addition to celí incubátioras of L1-’
4C]fatty acid (either
palmitate or octanoate, 0.05 Ci/mol, 0.5 nn¡ final coracentration)
bourad to albura,in. Afrer 10 mm, renetions were stopped with 0.5 ml
of 2 M perchlorie acid and oxidation producta were extracted arad
quaratified exactly as described before (13). Total oxidatiora producta
were calculated ras the Sun, of acid-soluble producta and CO,. Acid-
soluble producta (mostly ketone Sodios) routinely accounted for 90—
95% of total oxidation producta (18):
CPT-I assay. Tho activity of CPT-I was determiraed ras the tetra-
decylglycidate-sensitive incorporatiora of radiolabeled t-carnitirae
into palmitoylcarnitine by four difi’erent methods (A, B, C, and O).
fn brief, hopatocytes woro preiracubated for 20 mira in the abserace or
In the presence of 10 pM tetradecylglycidate, a apecifie irreversible
inhihitor of CPT-I (13, 21). Incubationa were coratinued for an addi-
tional 15-mira period ira the presenee of the collular elYectors indicated
In every case. Subsequently, aliquota were removed from the incuba-
tioras to monitor CPT activity with the four differeat types of assay.
In methods A arad B, CPT activity was measured ira digitonin-
pernicabilized hepatocytes. Both methods were performed using the
sanie detergerat/cell proteira ratio (about 40 pg digitonin/nig ceIlpro-
tein). Enzyme activity was routiraely detennined by method A (“ono-
step assay”). Ira this method, 100 pl of hepatocyte suspensiora la di-
roctly added te 100 pl of prowarmed digitorain-containirag assay me-
diun, exactly as described ira Rol. (13). Renco, monitorirag ofenzyn,e
activity is perforzraed imn,ediately upora permeabilization of the celís
(13, 22). In method 3 (“two-atep assay”), hepatocytea are permeabil-
ized arad thoroughly washed prior to detern,inatiora of erazynxe activ-
ity. Thus, 1.0 ml of hepatocyte susperasion was permeabilized with
0.20 mg of digitorain dissolved ira 1.0 ml of 5 mp.x Tris—HCI (pH 7.4),
50 mM RE, 100 m¿ KCI, 2.5 mM EDTA, arad 2.5 mr¿ BOTA (F
mediumí. The resultirag mix was gently shaken for 5 s and rapidly
diluted by tranafer Lo trabes coratainirag 40 ml of ice-cold F~ medium.
Cotí ghosts were sodimoratod by centrifugation at 350g for 15 a, and
pellota were taken up ira 1.0 ml of prewarnied F mediuni. The re-
sultirag susperasiona of coll ghosts were incubatod at 370C for 5—15
mira and thon CPT activity was moraitored (15).
Ira method C, CPT activity was measured ira sonicated hopatoeytos.
Celís were sedimoratod by low-apeed centrifugatiora (50g, 2 mira). The
celí peltet was resusporaded ira F medium arad soraicated for two
periods of 10 a while beirag cooled in ico/water. Saniples of soraicated
proparations were used for detern,inatiora of CPT activity (15).
Jo method D. CPT activity was measurod ira mitochoradria isolated
from hepatocyto suspensioras exactly as described before (15). Prepa-
ratioras of mitochondria were practically devoid of peroxisomes, as
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judgod froni measuromonta of recovery of catalase activity (alwnys
lasa thara 10% of total cellular activity).
Other ana¿ytical methods. Intracollular lovels of malorayl-CoA
‘vero determinad jo neutralized perchtoric acid cett extracta by n
rndioerazymntic rnothod as doscribed ira RoL (19). Ratos of de novo
fatty acid arad cholesterol syutheaia woro monitorod as the iracorpora-
tion of ~H2Ointo total fntty acida and digitorain-precipitablo sterols,
i-ospectivoly (23). Acotyl-CoA carboxylase activity was measured ira
digitonira-pormeabilized hepatocytes ras te incorporation of radiola-
beled acetyl-CoA mro fatry acids in a reaction coeplod to the fatty
acid synrhaae reactiora (23). Fntty acid synthaso activity ‘vas deter-
miraed jo digitonira-permeabitized hopatocytos ras the malorayl-CoA-
deporadorar incorporation of radiolabeled acotyl-CoA irato fatty racida
(23). Protoin wras doterminod by the method of Lowry et al. (24), with
bovirae serum albumira as a standard.
Sto tistical anolysis. Resulta ahown roprosorat tSe means a SD of
tho number of hopatocyto preparationa indicated ira evory caao. CalI
incubatioras arad/or orazyrno assrays were always carried out in tripli-
cate. Statistical analysis was porformed by Student’a t teat.
RESULTS AND DISCUSSION
The effect ofAICAR ora fatty acid oxidatiora was stud-
ied ira iracubatioras of rat hepatocytes. Pilot experimerats
were performed to test the validity of aur experimental
system. As previously described (3, 16), addition of 0.5
mM AICAR to the hepatocyte iracubatiora medium
stroragly depressed acetyl-CoA carboxylase activity (94
o% inhibitiora, n = 4) arad de novo fatty acid syrathesis
(92 t 16% irahibitiora, n = 4). De novo cholesterol syra-
thesis was similarí>’ depressed (90 ±8% inhibitiora, n
= 3). Ira additiora, 0.5 mM AICAR had no effect on the
activity of fatty acid syrathase (results raot showra), a
lipogeraic erazyme which is raot believed to be a substrate
for AMPK.
AICAR stimulates fis parallel CPT-I and long-chain
frztty acid oxidation. Figure 1 shows the effect of
AICAR ora hepatie fatty acid oxidatiora. AICAR pro-
dueed a dose-deperaderat iracrease ira the rate of [‘
4C]-
palmitate oxi atior . Similar r sults were obíairaed
whera [‘4C]oleate was used as substrate (results raot
shown). Ira contrast, [‘4C]oetaraoate oxidatiora was raot
affected by ALCAR. It is well established that long-
chaira fatty aeids like palmitate arad oleate are traras-
poded irato mitochoradria by a carraitirae-deperaderat pro-
cess, whereas medium-chaira fatty acids like octanoate
erater mitochondria iradeperaderatly of carraitine (7, 10,
11>. Therefore, this observation suggests that the tar-
gel for AICAR actiora might be CPT-I, the erazynre that
catalyzes the pace-settirag step of long-chaira fatty acid
transíacatiora irato the mitochoradrial matrix (7, 10, 11).
The other comporaerats of the fatty acid-traraslocatirag
sysrem, raamely acyl-CoA syrathetase, CPT-II, arad car-
nitirae:acylcarmtirae traraslocase. are geraerally not con-
sidered to play a sigraiflcarat regulatory role in the
trarasport of lorag-chain fhtty acids irato the mitochora-
drial matrix (7, 10, 11).















FTG. 1. Doso-dopondent eflect ofAICAR on fatty acid oxidation and
on CPT-I activity. Hopatocytos were proiracubated for 15 mira ira tSe
prosonce of differerat conceratrationa of AICAR. Subsequontly, ah-
quota woro removed to determine tSe rata of [‘4Clpalniitate <O) arad
[t4C]octanoate(e) oxidatiora, ng well as CPT-I activity by method A
(E) (see Materiala arad Mothods). Reactiora time of the CPT-1 aaaay
~vas 20s. TSe 100% values of oxidatiora for L’4C]palrnitate arad [“Cl-
octanoate woro 58.7 ±6.4 arad 122.0 ± 16.5 omol fatty acid converted
jato totat oxidation products/h/mg collular protoira, respectively. TSe
100% value of CPT-I activity waa 1.37 t 0.86 ramollmin/mg cellular
protoira. Resulta correaporad to four difl’orerat hepatocyto prepara-
tioras.
exposure of hepatocytes to.AICAiR. Whera CPT-I activ-
ity was determiraed at a very sbort assay time (20 s
ira Fig. 1), a good correlatiora was observed betweera
maximal stimulatiora of eflzyme activity (210 t 16%)
arad palmitate oxidation (217 t 22%). Furthermorc, 0.5
mM ALCAR was faurad to depress intracellular malorayl-
CoA coraceratratiora fram 87 ±12 pmol/mg celí protein
(iracubatioras with no additiaras) ta levels hardly detect-
able by the radioerazymatie assay (3 ±3 pmol/mg celí
proteira, n = 4, E < 0.01 vs incubatioras with no addi-
tioras). It is thus conceivable that tbe ALCAR-iradueed
stimulatiora of long-chaira fatty acid oxidatiara may be
mediated by tbe AMPK-deperadent phosphorylatiora
(inaetivatiora) of aeetyl-CoA carboxylase, thereby de-
creasirag intracellular malorayl-CoA levels.
Hepatocytes take up AJOAR, which is subsequeratly
phosphorylated to produce ZMP (16). Ira additiara,
AICAR is raot removed from the medium befare erazyrrae
activity is determiraed by method A. Tberefore, to rule
out the possibility tbat either AlGAR or ZMP may bave
a direct effect ora CPT-I activity, erazyme activity was
determined ira isolated liver mitochondria incubated ira
the preserace of 0.5 mrvi AlGAR ar 10 mM ZMP [cf. Ref.
(16)]. Assays on mitochondria iracubated witb 1 rraiM 5’-
AMP were also carried out as a control. CPT-I activity
was also determiraed ira the permeabilized-celí assay
(method A) after hepatocyte preiracubatiora with no ad-
ditioras but addirag 1 m~i ALGAR, 20 uní ZMP, or 2





However, no effect of AlGAR, ZMP, or 5’-AMP ora CPT-
1 activity ira either of the twa systems coníd be detected
(results raot showra>.
Malonyl-CoA-dependent and .independent mecha-
n¿sms are invol ved in tite AJCAR-induced stimulation
of CPT-1? It has been showra that CPT-I is reversibly
serasitized to malonyl-CoA inhibition by malonyl-CoA
itself[reviewed ira Ref. (11)]. Thus, whera mitoehondíla
are incubated ira the abserace or preserace of malorayl-
CoA, the enzyme becomes less or more serasitive to irabi-
bitiora, respectively (11). This effect is also observed ira
whole-cell systems: incubatiora of isolated hepatocytes
witb compounds thaI decrease intracellular malorayl-
CoA leveis makes the enzyme acquire a relaxed corafor-
mation which exhibits high activity arad low serasitivity
to inhibitiora by malonyl-CoA ira a subsequerat assay
(11). The opposite ensues whera hepatocytes are ex-
posed to compounds that iracrease malonyl-CoA concera-
tration, i.e, Ihe enzyme acquires a tight coraformatiora
with low activity arad enhaneed sensitivity to inhibitiora
by malorayl-CoA (11). Because permeabilization of Ihe
plasma membrane of Ihe hepatocyte leads lo a large
dilutiora of cytosolic comporaents iracludirag malonyl-CoA
(22), arad the transitiora between Ihe two different sensi-
tivity states is very fasí at 370C (11), tbe coraforma-
tional state of CPT-I within the intaet hepatocyte is
only retairaed for very short periods of time ira perme-
abilized celís [cf. Ref. (15)]. The permeabilized-hepato-
cyte system tbus allows monitorirag the conformational
state of CPT-I when tbe assay of erazyme activity is
performed at different times after permeabilization.
We used Ihis experimental approach lo leal whether
the stimulation of CPT-I observed ira AICAR-treated
hepatocytes aetuaily iravolves a deerease of intracellu-
lar malonyl-CoA levela. As atated aboye, the AlGAR-
iradueed atimulation of [‘4G]palmitate oxidatiora corre-
lated well with the AICAR-iraduced stimulation of CPT-
1 whera erazyme activity was determiraed 20 s after per-
meabilizatiora of Ihe hepalocyte plasma membrane
(Pig. 1). Ira control incubatioras, a lag phase ira Ihe CPT-
1 assay was observed at very short reaction times (Fig.
2). This lag phase seems tobe dueto the coraformational
corastrainís of the CPT-I protein iraduced by intracellu-
lar malonyl-CoA [cf. Ref. (15)], arad it rapidly disap-
pears after complete leakage of malorayl-CoA from the
permeabilized ceils, allowing relaxation of the enzyme
(Fig. 2). Ira contrast, by depletirag intracellular malorayl-
CoA, ALGAR was indeed able to eliminate Ihe lag pbase
inhererat to the permeabilized-ceil assay of CPT-I activ-
ity (Fig. 2). The magnitude of the AICAR-induced stim-
ulation of CPT-I was reduced lo 45 t 14% at 40 s afler
permeabilizatiora arad lo 30 t 12% at 60 s after permea-
bilization (Fig. 2), indicating thaI differences in the
















FIO. 2. Effact of AICAR on CP’I’-l activity at dilfororat reaction
timos. Hepatocytes were proincubated for 15 mira ira tSe abseraco (O)
or ira the preserace (e) of0.5 mM AICAR. Subsoqueratly, aliquots wOre
removed to dotermirae CPT-I activity at difToront reaction times by
method A. Noto that enzyme volocity (arad not product accurnulatiora)
‘a represerated ora tSey-axis. Results corresporad to six different Sopa-
tocyte preparratioras.
trol arad AICAR-treated celís are disappearing. How-
ever, a constaral 20—25% stimulatiora of CPT-I activity
was observed ira MCAR-treated hepatocytes up to 140
a after hepatocyte permeabilizatiora (Fig. 2). Ira aur aya-
tem, this time is believed to ‘be more than eraough to
allow reversal of coraformational corastrairata of CPT-I
induced by charages ira intraceilular malarayl-CoA con-
ceníratiora [cf. Ref. (11)].
To obtain more direcí evidence for the involvemeral of
a malonyl-CoA-independent componení ira the AlGAR-
iraduced atimulatiora of CPT-L erazyme aetivity was de-
termiraed by a more complex procedure whicb elimi-
nates any posaible interfereraceofmalorayl-CoA. Ira such
ara assay (method B), hepalocytes are penneabilized
with digitonira, followed by rapid arad extensive wash-
íng of permeabilized celís to allaw complete remaval of
malorayl-CoA. Thera, permeabilized celís are iracubated
al 370C for up la 15 mira prior lo determinatiora of era-
zyme activity, so thaI any conformational carastrairal of
the CPT-I enzyme will disappear (15). The use of tbis
pracedure corroborated thaI a 20—25% atimulation of
CPT-I by AlGAR is exerted by a malorayl-CaA-iradepera-
dení mecharaism (Fig. 3). Mareover, Ihe magrailude of
tbe stimulaliora of CPT-I as delermiraed by method B
was ideratical with reactiora times of 20, 60, arad 120 s
(resulta nol shown). Note thaI for determinaban of
CPT-I activity by method B cytosolie proteira that
leaked from the permeabilized cella is removed prior
to determinatiora of erazyme aetivity, arad so erazyme
specific activity (referred lo as milligrama of prolein)
waa always higher ira melbod B Ihan ira method A (note
to Table 1).
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FIG. 3. Differential offect of AICAR on CPT-l activity as deter-
mineé by methods A, B, C, arad D. Hepatocytes wero preiracubated
for 15 mira ira tho absence or ira tSe preserace of 0.5 m=¿AICAR.
Subaequeratly, aliquots were removed to determine CPT-t activity by
the various methoda. In tSe case of method B, the ghosts of perme-
abilized celia woro iracubated at Mt for Sor 15 mira prior to dotermi-
natiora of enzyxrao activity. Roactiora time waa 20 a for method A arad
60 a for methods B, C, ané D. Resulta corresporad to eight differerat
hepatocyte preparatioras. Significaratly difforerat vorsus incubatioras
with rao additions: *~P c 0.05; **~P < 0.01.
Malonyl-CoA-independent stimulation of CPT-I by
AICA.R may involve interaction of CPT-Iwith cytoskele-
tal components. The obaervatiora thaI Ibe phospba-
tase irahibitor okadaic acid atimulates hepatie CPT-I by
a stable mecharaism led lo Ihe auggeslion thaI irabibi-
hora of Ihe pbosphalaaes might have resulled ira ira-
creased phosphorylation of CPT-I, with a corasequeral
iracrease of erazyrrae aetivity (7). However, iracubalion
of purified mitochoradrial auter membranes or isolated
mitoehoradria with differerat proteira kiraases (iracluding
AMPK) arad protein phosphatases did nol lead to aray
charage ira Ihe kiraetic arad regulatory properties of CPT-
1(15). It has also been showra thaI the malonyl-CoA-
iradeperadení iracrease of CPT-I activity observed ira oka-
daic acid-treated hepatoeytes is not due lo Ihe direcí
phoaphorylátiora of Ihe erazyme, buí may involve modu-
lation of interactioras between CPT-I arad raoradiffusible
extramitochoradrial comporaerata (15). Three observa-
tiona indicate that Ibis may also be Ihe case of the
malorayl-CoA-iradeperaderat componení ofIhe ALGAR-ira-
duced stimulaíiora of CPT-I::
(1) Stimulation of CPT-I was nol apparent when era-
zyme activity waa measured,ira mIad mitochoradria iso-
lated from ALCAR-treated hepatocytes (meihod D), de-
spile Ihe presence of 50 mM fluoride ira ah Ibe isolatiora
buifera (Fig. 3). Likewise, when hepatocyles were vigor-
oualy disrupled by soraicatiora after AlGAR trealmení
(methad G), Ihe stimulatory effect of ALGAR ora GPT-I
waa nol preserved (Fig. 3). Thus, malorayl-GoA-inde-
pendení stimulatiora ofCPT-I by ALGAR is oraly evideral
whera mitochoradria are still assoeiated with olber cellu-
lar fractioras, le., ira Ihe ghosta of Ihe permeabilized
celís, buí nol after separaliora of mitochondria from
olber celí componerats. Therefore, it appeara thai the
malonyl-GoA-iradeperaderat stimulatiora of CPT-I by
AlGAR requires comporaenís of Ihe extramitocharadrial
compartmerat of Ihe celí.
(u) Tbe possibility Ihat cytoakeleíal comporaerais
may be involved ira Ihe malorayl-GoA-iradeperadení aIim-
ulatiora of CPT-I by AlGAR was leated by usirag taxol.
This complex dilerpenoid binda lo tubulin arad atabi-
lizos mierotubules, preveratirag the disaasembly of mi-
crotubules ira a very effieientfashion (25). Iraterestiragly,
malorayl-GoA-iradeperaderat activatiora of CPT-I iraduced
TABLE 1
Combinod Effects of AICAR, Okadaic Acid. arad Taxol on the Activities of CP’I’-I and Acetyl-CoA Garboxylase
Adéitiona
CPT-I activity (ramol/minlmg protoira)
Acetyl-CoA carboxylase activity
<nmol/min/mg protein)Method A Method E
Nono <n = 10> 1.44 0.36 2.37 ±0.37 0.26 t 0.14
AICAR (n = 8) 3.07 0.86* 2.94 ±0.31 0.01 ±0.01*
Okadaic acid (n = 4) 2.38 t 0.46* 3.93 ±0.52” 0.03 ±0.01*
Taxol (n = 4) 1.43 t 0.23 2.35 0.26 0.26 z 0.02
AICAR + okadaic acid (n = 6) 4.51 1.15* 3.93 ±0.88* 0.01 t 0.01*
AICAR -~- traxol (n = 6) 2.82 t 0.40* 2.30 t 0.52 001 ±0.01*
Okradaic acid -4- traxol (n = 4) 1.50 0.26 2.44 ±0.33 0.06 ±0.03”
Note. Hepatocytos were preiracubatod for 20 mm with or without 10 pM taxol. Incubationa wore coratinued for ara additioraal 15 mm with
or w,thout 0.5 mnc AICAR and/or 0.5 pM okadaic acid. Subsequently, aliquota were removed to determirao the activities of acetyt-CoA
carboxylase arad CFI’-!. The nctivity of CPT-I was assayed by methods A arad E. In niethod A, aaaay time waa 20 a. Ira method E, tSe ghosta
of the permeabilized colla were incubated at M0C for 15 mm prior to dotorminatiora of enzymo activity in a 60-a assay. Resulta correspond
to tSe raumber of hepatocyte preparationa showra ira pareratheses.
Significantly different versus iracubationa with no additions: “P < 0.01; 5~P < 0.05.
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by ALGAR was eompletely abolished by preírealmeral
of hepatocytes wiíh taxol (Table 1, method B). Likewise,
laxol aratagoraized Ihe okadaic acid-induced stimulation
of GPT-I (Table 1). It is also raoteworlhy that Ihe inhibi-
tiora of acelyl-GoA carboxylase by okadaic acid or
ALGAR waa raot preverated by taxol (Table 1), iradicatirag
lhat the aratagoraistic effect of taxol ora okadaie acid-
arad AIGAR-iraduced CPT-I stimulalion is iradeperaderal
of charages ira iratracellular malorayl-CoA coneentralion.
Herace, it seems thaI blockade of microtubule dyraamics
prevenls malonyl-GoA-iradeperadent atimulaliora of GPT-I
by AlGAR.
(iii) Síimulatiora of GPT-I by ALGAR arad okadaic
acid waa raearly additive whera enzyme activiíy was
determined by method A, buí nol whera enzyme activiíy
was delermined by method B (Table 1). Thia iradicates
thaI Ihe effecí ofALGAR observed ira method A ismosíly
due lo a malonyl-GoA-deperaderat meeharaism, whereas
AlGAR and okadaic acid seem lo ahare a commora malo-
rayl-GoA-iradeperaderat pathway to stimulale CPT-I as
evidenced by meíhod E.
CONCLUDINO COMMENTS
Ira Ihe preaent reportwe show thaI exposure of mIad
hepatocytes lo ALGAR produces a atrorag (twofold) síim-
ulaliora of long-chaira fatly acid oxidatiora. Thia effecí
seema lo rely on Ibe activatiora of GPT-I by Iwo differerat
mechanisma. Ora Ihe ono harad, AMPK-iraduced acetyl-
CoA carboxylaae inactivatiora would load lo Ihe deple-
hora of iratraceilular malorayl-GoA, with coracomitaní
deinhibilion of CPT-I. This meehaniam, which has beera
proposed lo operate ira Ihe isehemic heart (4, 5) arad Iho
workirag muscle (6), seems to make a major coratribu-
tiora <ca. 80%) lo Ihe AIGAR-iraduced atimulatiora of he-
palie long-chaira fatty acid oxidatiora. Ora the other
harad, AlGAR induces a 20—25% atimullatiora of CPT-I
by a atable, malonyl-GoA-iradopondent mechanism. We
have previously reported that incubalion of purified
mitochoradrial ouíer membraraes or isolated mitochon-
dna wilh AiMPK urader phosphorylation conditioras
does nol lead oither lo the phosphorylaíion of GPT-I or
to aray chango ira Ihe kinetic arad regulalory properties
of GPT-I (15). Irastead, dala ira Ihis papor suggeat Ihal
malorayl-CoA-iradependerat modulatiora of GPT-I acliv-
iíy rnight real ora the modulatiora of interaelioras be-
Iweera GPT-I arad cyloakeleíal comporaenís. II has boera
ostablished thaI Ihe dyraamics of mitoehoradria ira living
celís (ahape changos. dislocalion. arad fusion arad fis-
siora) may resulí from specific interactiona of mitochora-
dna with comporaenís of Iho cytoskeloton (26). Ira addi-
tiora, it has beera showra Ihal ponin arad hexokiraase are
localized ira domairas of Ihe milochoradrial outor mem-
brane which iníeract specifically with microtubulo- arad
microfilamerat-associaled proteiras. as well as wilh
other atilí unidoratified cytoskeletal or cyloplasmic ele-
monIs (27, 28). Ira livor colla, Ihese intoractioras may ira
turra determine Ihe permeabilil>? of Ihe milochondrial
outer membrane lo ADP (29). Mitochondria have also
boera showra lo coralaira apecific bindirag siles for phalloi-
dira-síabilized F-actin (30) as well aa fon fodrira, ara ae-
tira-birading proteira (27). Ira hepalocyles and ira several
celí linos, hyperphosphorylatiora of microtubules, actira
microfilamerats, arad iralermediale filamerals leada lo
disruplion of Ihe cytoskelelon (31—33). Ira fact, we have
recently oblained dala iradicalirag thaI cytoskeletal
comporaenta might be iravolved ira Ihe okadaic acid-ira-
duced atimulatiora of GPT-I (34). Whether AMPK may
phosphorylate cyloakelelal comporaerata related to Iho
control of CPT-I activity ja an intriguirag posaibilily
which is currently under sludy ira our laboratory.
The resulta shown ira Ihis reporí muat be inlerpreled
with caution, since ALGAR may have effecta apart fnom
activalion of AMPK. Thua, for example, ZMP mimica
Ihe inhibitiora of fructose 1,6-bis-phosphatase by AiMP,
arad thua Irealmoral ofhepalocytes wilh ALGAR inhibita
gluconeogeraesis (17). Ira olhor celí types such as Ghi-
nose bamster fibroblasís arad ovary colla, exposure lo
ALGAR has beera showra lo alíen Ihe levela of differerat
purine arad pyrimidirae raucleolides (35—37). However,
as discuased by Cortan et al. (16), nono of Ihese aracil-
lary changos ira nucleotidea are evidení ira ral bepato-
cytea. Ira Ihe lalter, ALGAR aeems lo be a rather apecifie
activator of AMPK or al leasí Iho mosí apocifie eom-
pound for activaliora of AMPK available to dale (16).
The ALGAR-induced malorayl-GoA-deperadenl dein-
hibitiora ofGPT-I isquantitatively more importaral Ihara
Ihe malorayl-GoA-iradeperaderal doirahibilion of erazyme
activity. Nonetheleas, Ihe lalton dala are aclually
highly reproducible arad statiatically sigraificaral (Table
1). II is remarkable thaI the two mochanisma oporalo
simultaneously ira the short-lerm control of hepalie
GPT-I activily, especially sinco ALGAR is nol expecled
lo produce aray atable (covaloral) modificatiora of GPT-I
or Iho putalivo regulatory proteina of Ihe cytoskeletora.
¡lis also worlh notirag thaI whera GPT-I activity is mea-
sured by melhod E lo determine Iho malonyl-GaA-inde-
ponderal companeral of Ihe ALGAR effect, cellaare exíen-
sively washed arad furíhor iracubaled for up lo 15 mira
al 370G. Iclorace, if Ihe malonyl-GoA-indopenderat dom-hibilion of CPT-I activity relies ora proteira—protein ira-
teractioras, ihese may partially disappear aflor Ihe po-
tential modiflealiona of Ihe orazyrrae microenviroramoral.
Therefore, il is conceivable thaI malonyl-GoA-iradopera-
doral control of GPT-I aclivily may be quaratitalively
more impontaní withira the celí Ihan is evidení urador
the coraditioras of aun assay.
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The present work was performed to identify the sub-
celular ¡ocalizatioix of hepatie acetyl-CoA carboxylase
ACC). Celular organeiles involved ira fatty acid onda-
don that contain a malonyl-CoA sensitive carnitine
pa]mitoyltransferase (CP’r> activity or that are linked
to the control of this activity were analysed fon the
presence of ACC. No significant amount of ACC was
observed ira the mitochondrial fraetion prepared frorn
isolated rat hepatocytes. Furthermore, no association
of ACC aetivity sud mass with isolated hepatie peroxí-
sornes could be detectad. Ira cubation of isolated hepa-
tocytes -with cornpounds known to affect the integrity
of the cytoskeleton like okadaic acid or taxol indicates
that ACO is associated with this subeeflular structurc
of dxc hepatocyte. Such assoeiation ma>’ allow for effi-
eient regulation of CPT activity arad thus of fatty acid
oxidation. e ini Acadeaúc Presa
Deperading ora Ihe pbyaiological atale of the animal,
Ihe liver is a tiasue thaI can ejther exhibil high rates
of fatty acid biosyralbesis or high ralea of fatty acid
oxidation. Control of Ihe aclivily of acelyl-GoA carbax-
ylase (ACO) isof apecial irateresí in Ibis nespecí becanse
tbe product of ACO, malorayl-GoA, is nol only a sub-
strato far Ihe cytosolic procesa of long-chaira falty acid
syntbeais buí ja also ara inhibitor of the activily of carrai-
tine palmiloyllranaferase (GPT), ara imporlaral pace-
setting onzyme of long-chaira falí>’ aeid oxidatiora (1).
As a mallen of fací, malorayl-GoA sensitive GPT activily
is prosent both ira mitochondrial ouler membranea
(GPT-I) (2) and ira Iho peroxisomal matrix (3).
Givera Ihe funclioras of malonyl-GoA ira or on differenl
organelles of Ihe coil, Ihe enzyme reaporasible for its
produclion, ACO, may be eompartmeratalized as well,
1 To whom correapondenco ahould be addreased.
Sirace ita original discovery as a soluble enzyme (4) AAC
has been asaurned to be localed ira Ihe cytoplasm. Ea-
lier work coracluded Ihal Ihe activily of Ihe enzyrne was
nol associaled wilh subeellular particles (5), buí laler
reparta iradicated lhat activily ofACO canid be detected
ira high apead precipitaba of ral-liver bamogenalea (6-
8) and ira a so-called mitocharadrial fraclion of such ha-
mogenales (9,10). Furlhermore, permeabilizaliora of
isolaled hepatocytes wilh digitoraira alsa auggested as-
sociation of Ihe enzyme witb sorne kind ofintracelular
slructure (11).
These canclusiona haya ralied on aasays of erazyme
activity ira cellular fraclioña (6-11) arad on meaaure-
monI of AGG masa by a lecbnique employing Ihe birad-
irag of radiolabelled avidin (9,10). Bolb procedurea are
prono to error. The measurameral ofte activity ofAGO
is aubject lo modifi cation of lbat activity by sevaral
faclara (12-18), arad Ihe avidin bindingmeihod is serasí-
live lo iratenfererace by ollien biolin-containing proteína
compeling for labefled avidin (16)- Therefore, Ibe datar-
minalion of subcellular diatnibulion ora Iba basia of aví-
din biradirag or enzyme activily ja difeulí lo interpret.
The availability of ACG anlibodies (17) sud Iba tecb-
nique of penmeabilizing isolaled hapa taeytea wilh dig-
itonira (15) has permutad lo ne-addraas ihe issue of la-
calizaliora ofACO arad ta cir cumvanl sorne ofthe rneth-
odolagical problema.
MATERIALS AND METI-<ODS
Malo Wistar rata <250-300 g) which liad free accesa to food and
waterwere usod throughout ira this study. Hepatocytes were isolated
arad iracubated as doscribod ira (18). Acetyl-CoA carboxylase activity,
iaoform distribution arad masa were determined ira isolated hopatic
mitochondria, isolated hepatio peroxisomes or ira digitonin-perme-
abilized hopatocytes. For isolation ofmitochondria from liver tissue,
tho procedure describod by Romara-Lopez et al. (19) was followod.
Mitochoradria froin hepatocytes were isolated by homogenizing celia
(4-6 mg ofproteira) with a loose-fitting Dounce homogenizer in a low
0006-2912(/97 $2500
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íonxc streragth, iso-osmotio mediun, consistirag of 0.3 M maranitol arad
2 mM lepas pH 7.4 ira the preserace of a proteinase inhibitor mixture
(17). The homogenate was ceratrifuged at 1500 >< g for 2 mira. The
pellot was discarded arad the superraatant ceratrifuged lcr 2 mira at
16.000 x g. The resulting aupernatarat was termed the cytosolic frac-
tiora. The pellet was washod once by resuaperasiora ira tSe low ionic
strength medium and receratrifugation at 16.000 >< g. TSe resus-
pended firaral pollot was terrned the mitochondrial fraction. Peroxi-
sornes were isolated from animals fed a standard pelleted diet supple-
merated with 1% di(2-ethylhexyl)phtaiate ira order to proliferate the
peroxisomal compartmorat (20). Treatment of anúnala arad isolatiora
of peroxisomes was performed as ira (20). .4.11 homogeraizing atepa and
aubsequent procedures were porformed at 4’ C. Theisolated fractioras
xvere sraap frozera ira liquid raitrogera arad atored at —20’ C. To deter-
mine the aniourat clACO retained ira the cdl ghosts followirag incuba-
tiora of tho intact hepatocytes with different cellular cifectora, the
isolated celia were pornioabiized arad thoroughly washod prior to
harvesting the ccli ghosts. Thus, 1.0 ml of hepatocyte ausperasion
waa pormeabilized with digitorain (ca. 60 gg por mg cdl prateira)
diasolved ira a medium corataining 50 mM Hopes (pH 7.5), 0.25 M
inannitol, 5 mM 2-mercaptoetharaoi arad a proteinase irahibitor mix-
ture as ira (17). The reaultirag mix of colla arad penneabilizing median,
was gently shakera for 5 a. arad rapidly diluted by trarasfer te tabes
contairairag 40 ml of ice-cold madium without digitoraira. Ceil ghosts
were sedimerated by ceratrifugation at SSOg for 15 s, arad peílota were
takeraup ira 1.0 ml ice-coid medium coratairairag 50 pl oftha proteinase
inhibitor mixture. The reaulting susperasiona ofcell ghosts were kept
at —80’ C tul mass niensurementa were parformed. Detenninatiora
of total ACC masa retairaed ira ceil ghoata following digitonira traat-
mentor associated either with isolatad mitochondria or peroxisomes,
wasperfornied with an ELISA assay esseratially za deacribad by Iver-
son et al. (21) employirag a primary aratiserum agairast rat-liver ACO
(17). The distribatiora of isoforma was determined using immunopra-
cipitatiora, SDS/PAGE, immunoblotting arad auto radiography as iii
(17). Activities of ACO arad fatty acid synthase were monitored ex-
actly ng described before (15,17). Seurces of chemicais za ira (17).
RESULTS
me prasent study waa undenlakora lo identifr Ihe
subeellular lacalizatiora of ACO. Ira orden lo invealigate
a posaible assaciation of ACG with mitochondnia—as
auggestad by Alíred arad co-workers (9,10)—milochora-
dha were preparad from isolated hepalocyles. Witb
such a praparalion leas mechanical fonce is roquired te
liberale milochondria as compared lo whole liasne aa
the alar lirag material. Mechanical interference with su
associaliora of ACC arad mitochondnia was further kept
to a minirnunx by using a loase-fiítirag Daunce bomaga-
raizer. To iratenfene aa litíle as poasibla with polenlial
olectrostatie interactioras betweara arazyrrae arad ongan-
elle, a low ionic slrength medium was chosora fon isola-
lion of the aubeellular fraelioras. Ira addiliora, the whole
isolation procedure—iracludirag subcellular fraclion-
ation by coralnifugalion—was aimed al spaed rather
Iban al racovery. Aclivily measuremenís fon AGG ofIba
resnlting subeellular fraclioras could not be ponformed
bocausa of Iba preserace of malorayl-GoA decarboxylasa
ira mitachandnia. The laltor enzyme iralenferas wilb Ihe
assay fon AGG activity (15). The subeellular fracliona
wara sualysad by SUS gel electrophoresia fon Iba proa-













FIG. 1. Acetyl-CoA carboxylase (ACO) araalysia of subeellular
fractioras of hepatocytes from noz~mahly fed rato by SDS gel electro-
phoresis. Cytcsolic (Cyto) arad milochoradrial (Mito) fractioras ob-
tairaed from isolated hepatocytes (sea Materiala and Methoda) were
araalysed for tSe preserace of the ACC-265 arad ACC-280. A sample
equivalerat te 100 gg of proteira of each fiaction was loaded te the
lanas ng iradicated. Following labelirag with [~S]streptavidin, SDS/
PAGE arad trarasfer to nitrocellulose, the biotira-coratairaing proteina
were visualizad by aatoradiography. “Indicates that the inimunopre-
cipitate with a priman’ antiseruni against rat-liver AOC waa loadad
ira that Jane; iradicates that nra iiramunoprecipitate with a pre-im-
mufle serun, was loaded; the prefix sup. iradicates that Ihe superna-
tant of tizo imniunoprecipitate wás loaded.
(AGG-265 arad ACG-280, reapectivaly). The twa isa-
forma hayo been auggastad lo play differeral biolagical
roles. Ira particular, ACC-280 is of intaresí ira ibis re-
apecí because it mighl be involvad ira Ibe syntbesis of
malonyl-GoA fon inhibition of GPT-I (22,23). Since Iba
lalter enzyma has a milocharadnial locajization (24), su
assoeiatian of AGG-280 witb milochondria would be
foasible. Fig. 1 shows Iba analysis of ihe presence of
AGG isoforma ira Iba subeaflular fractiona fram isolated
hepatocytes. The resulta da nol reveal a mitochondnial
localization of ejíher of Ihé two AGC isofarma. Ira su
atíempí lo spare potential hydrapbobicinteraclioras be-
tweera AGG sud mitochoradria, Ihe lalter organaflas
were also preparad from is¿laled hepatocylas ira a bigh
iaraic strength madium (0.9% NaCí sud 20 mM Tris
pH 7.4) exactly as described for Iba law jonie slrenglh
medium. Mao ira Ibis case no aasociaíion of any of Iba
AGO-isaforma wilb Iba miloebandrial fractiora waa ap-
pareral (dala nol sbowra). The analysis of Iba presence
of AGC-isoformna ira Ihe mitochondnial fraction was re-
peated witb lwo diffenerat pximary anlisena also naisad
againal ral-liver AGG. Thé resulís wera idanlical lo
Ibose presentad ira Fig. 1. (dala nol abowra). Tha sualy-
sis of Iba prasorace of ACO isoforma was also performed
en subcellular fractiona of tal-livor calla from araimais
ira differerat nutrilional atatea, Le. síarvad fon 48 b sud
síarved fon 48 h fol lowad by refeading a carbohydrate-
íicb, fal-peor diet fon 48 h. No sigraifiesulmasa ofeitber
ACC isoform waa observad ira Iha mitochoradrial frac-
tiara ira suy of Iba nutritional sIales (dala nol sbown).
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TABLE 1
Activities ofPizospizogiucoisomerase (PGI), Gatalase, Faíty
Acid Syníhase (FAS), arad Acetyl-CoA Carbozyiase (AGC) ira
Post-Nuclear Supernataral (PNS) arad in Isolated Peroxi-

















1.88 0.11 1.14 = 0.03





Note. PGI and catainse are marker enzymes for cytosol arad peroxi-
sornes, reapectiveiy. Data roproaerat mearas of two control arad two
DEHP-treated aninials. nd., noradetectable.
Hapatie peroxisames axbibil GPTactivity thaI is sen-
sitive lo inhibilion by malorayl-CoA (3, 25). To study a
poasible aaaociation ofAGG with Ibis organelle, peroxi-
sornes wore isolaled from liven liaaue oblainad from
rata treated with di(2-olhylbexyl)pbíalate (DEll?), a
proliferator afilie peroxisomal comparlmení (20). The
data ira Table 1 indicale Ihat Ibera is no associalian of
ACG aclivily witb peroxisomea from both control sud
DEHP-lraated aniniala. Likewise, no signiñcaní asaaci-
ahora of AGG lo peroxisomes was obsanved ora Ihe basia
of measunemerata of enzyxna masa (dala nol sbawn).
Qur receral abservation Ibal cyloakeletal compananta
are mosí likely involved ira Ihe control of Ihe activily
of GPT-I (26) prompted us lo corasider a cyloskelelal
localizaliora of ACG, since the latían erazyme is pivolal
ira Iha conírol of CPT-I activity (1). To sualyae a polen-
tial aasociatiora of AGG witb Iba cytoskeleíon, isolaled
hepatocylaa ware ineubaled wilh vanioua compaunda
knowra lo affect cyloakelatal integrily. Subaequenlly,
celis were permeabilized by shorl-term trealmeral wilh
digilorain followed by rapid removal of released eyto-
salic proteiras iracluding ACG. Ira Ibis approacb, AGG
asaoeiated with a aubeellular síruelune will be sedi-
meníed. Tbe resulting pellel waa used lo detennine
AGG masa. The poasibilily of ara aaaacialiora betweora
ACO arad cytoakeletal comporaenta was teslad by the
use of okadaic acid (OA), taxol arad colchieine. QA has
beera ahown to disrupí Ihe cytoskelelora of hepalocytos
(27). Taxol birada lo lubulira arad síabilizea microtn-
bules, preveraíirag Iba diaaaaembly of microlubulea ira a
veryefficieralfasbiora (28). Tbe polymaric atate of micro-
tubules can be dissociated by colehicine (29). Tbe data
of laMe 2 shaw thaI incubatiora of bepalocytea wilb OA
resulted ira Ibe release of substaratially more AGC tbsu
ira control colla. Interestiiigly, Iba OA-iraduced effecl
was eomplalely abolisbed by pretraating Iba hepalo-
cytea wilh taxol (Tabla 2). Likewiaa, prelreatmeral of
tha colla wilh KN-62, a specific inhibitor of Ca2t’cal-
modulin-deperaderal proleira binase II, also preveralad
Ihe OA-iraduced releasa of hapatie AGO. 5-Aminoimid-
azole-4-carboxamide ribonucleaside (AlGAR), a spaciñc
activalar of5’-AMP-activaíed prolain binase, was wilh-
out effect on Ihe retaralion of AGG maas ira celí gbosls
(Tabla 2). Incubaliora of he~alocytes witb colehicine did
nol affecl tbe release ofACC from digilorain-permeabil-
ized cella ajíhar. The dala obtained witb amyloglucosi-
dase (Tabla 2) suggeat thaI glycogan granulas nepresoral
a subeellular síructure caSable of binding AGG. To de-
termina whelher Ibe two AGG isofonma will diffarera-
tially release upan permeabilization, Ihe ceil gbosts
wene alao analyaad for Ihe presence of ACC-265 sud
AGG-280. However, irrespeclive of Iba incubaliora con-
dition, Iba ratio ofAGC-265/AGG-280 was identical, j.c.
AGG-280 was always about ana third of Ihe total ACO
masa (dala nol ahown).
DISCUSSION
Saveral aludies perfornied by albera (6-10) as well as
by our group (11) lod lo Ibe auggastion of aasocialion of
TABLE 2
Mass Measuremerata of Acetyl-GoA Carboxylase Relamed
ira Digitorain-Penneabiized Ral Hepalocyles
Additioras
Perceratage of total ACO masa
retairaed ira ce11 ghosts
Control 53.2 ±18.0
OA 20.6 ±8.0*
Taxol + OA 55.5 ±6.6
KN-62 -4- (JA 48.5 z 10.5
AICAR 46.0 ±19.5
Colchicine 64.5 8.7
Taxol + colchicine 67.9 ±1.0
Control’ 15.8 ±2.8
Control -4- amyloglucosidase’ 4.6 ±1.0*
Note. Hepatocytes were prein¿ibated for 20 mira with or without
10 pM taxol or 30 gM KN-62. incubadoras were coratinaed for 15
additional mira with or without 0.5 mM 5-amiraoimidazoie-4-carboxa-
mide riboraucleoside (AiICAR), 0.5 gM okadaic acid (OA) or 0.1 mM
coichicine. Subsequently, ccli ghosts were prepared as described ira
Materiala arad Metizoda. ACC retained ira tize cefighosts was quanti-
Sed by avidin-based ELISA annlysis using as tize probirag aratihody
a primary antiaerum against rat-liver ACC (17).
‘mese resuits aro from two seta of ccii gizoste of control celia
resuspended arad iracubated for 15 ndditionai mira with or without 50
U amylogiucosidnse. Resulta represerat the mean 5.1). of3 different
hepatocyte preparatioras. Tize aniourat ofACC preserat ira intact hepa-
tocytes was set nt 100%. Values of OA are signiñcantiy differerat
(Pco.01) versas ita control using the Studerat1 test. This also applies
to aznyloglucosidase (P.<O.O1) versas ita control.
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AGC to a subeellular organalla. However, after careful
isolatiora, no associaliora of ACO wilh eilhar milochon-
dria or peroxisomes could be observad ira Iba proseral
síudy. Nonelbeleas, ira Iba mIad calí ara aasocialiora
may exisí thaI is nol firm so thaI Ibe enzyine cara escape
into Iba supannataral durirag Ihe biochemical prepara-
tiara procadure. The presení approach of using Ihe tech-
raique of pormaabilizirag isolalad bepalocytes raíhar
lbsu bomogenizirag Ibe cella ravealed su associalion
of AGG wilb Iba cytoakelelon. The implicalion of Ibis
cytoakelatal connection of bolh ACG (Ibis síudy) sud
GPT-I (26) is thaI it allowa fon an efficienl ragalaliora
of fatly acid oxidation lbrougb malonyl-CoA-iraducad
charages ira GPT-I activily. Furtbarinore, Iba differenl
digilorain-releasa-paltarra of ACG following iracubalion
ofhepatocyles witb OA as comparad lo Iba control situ-
alían raises Iba possibiily thaI AGG may Irsuslocate
fram ono comparlmerat lo anolber, depandirag ora Ihe
silualiora of Iba celí, and Ihus efficiently control Ihe
activily of GP’r-I.
II could be arguad thaI Iba release palterra of ACG
follawing digilorain penneabilizatian is a refiaction of
its síate of aggragaliora arad thaI OA by favoring Iba
monomeric alale of Iba erazyima wauld cause lasa AGG
to be ratainad by Iba celí gliosta. Howaver, the identical
AGG ralease pallarra following iracubalion of hapalo-
cytea wilb inaulin on glucagora— putalive affectors of
Ihe aggregaliora stale of AGO (30)—is nol ira lina with
Ibis reasoning (urapublished data of Iba aulliora). The
inability of ALCAR lo altar ACG retentiora by calí gbosta
may also indicala thaI Ibera is no relatiora betwaara
phoaphorylaliora—aI least by 5’-AMP-aclivalad pro-
1am kinaae—arad ratenlion of Ihe enzyma by cali
gbosts.
The sutagoraislic affecí of KN-62 arad taxol 011 OA-
iraduced release of ACG is quita similar lo Iba anlago-
niatie affecl of Iba Iwo forman compaurada on Iba OA-
inducad atimulalian of CPT-I aclivity (26,31). Dala of
KN-62 are of apacial interesí since Ibis compound also
prevenís quila affactively Iba OA-iraduced irahibiliora of
AGGactivily as measured ira a permeabilizad-cail assay
(unpublished dala of Iba antbors). This implicales
Ca2~/calnodulin-dependent prolein kinaaa II ira Ihe
control of both AGO and CPT-I arad ja at odda with
Ibe opinion thaI 8’-AMP-acíivated protein binase is Ibe
moal impartant—if nol unique—protein binase ira-
volved ira Ihe control of ACO ira iralact bapaloeylea (32).
Ira addiíion, pbosphorylaliora of cytoskelelal compo-
nenIa—as showra by Iba effacls of KN-62 sud QA—
may be raquired fon AGC lo be roleased ftam ita anchan-
ing placa on Iba cytaskelelara. Iralenealingly, colebicina
waa withaut eltecí jusí like ira Iba case of GPT-I aelivily
(26) auggealing Ibal apecifie protain-protein iralerac-
tioras beíween Iba lwo arazymes sud cytoskelalal compo-
nenIa sud nol Iba mere disruption of Iba cyloakalatora
may be iravolved ira Ihe iníracellulan bahavior of Iba
twa enzymea sud Ibeir control.
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Relvultados y DiscusiónCapítulo 2
DISCUSIÓN
Los datos expuestos en el presente capitulo permiten sugerir que el
mecanismo de regulación de la CPT-l independiente de malonil-CoA podría
desempeñar un papel significativo en el control del metabolismo de ácidos grasos.
En primer lugar, los resultados obtenidos con células de hepatoma (capítulo
3.1), aunque todavía preliminares, son acordes con la idea de que las interacciones
con el citoesqueleto están implicadas en el control de la actividad CPT-l. La
capacidad carcinogénica del ácido okadaico, cuyas acciones sobre la célula
incluyen la ruptura del citoesqueleto y la alteración de la forma celular, podría
conllevar alteraciones debidas a la la pérdida de divetsas interacciones del
citoesqueleto con diferentes enzimas tales como la CPT-l. Así, los efectos que el
ácido okadaico ejerce sobre la CPT-I en hepatocitos podrían mimetizar a los que
tienen lugar durante la transformación de una célula en tumoral, en la que diversas
proteínas sufren alteraciones de su fimcionalidad. Durante estos procesos,
numerosas quinasas ven alterada su regulación y sufren un aumento de su actividad
2+por encima de loslímites fisiológicos. Así, la activación de la Ca /CMPKII que el
ácido okadaico trae consigo en hepatocitos aislados, podría no ser equiparable a la
que tendría lugar tras la activación mediante mediadores fisiológicos en una célula
no transformada, pero pudiera ser del mismo orden que la ‘que tiene lugar en una
célula tumoral.
Por otra parte, la AMPK también parece estar implicada era el control a
corto píazo de la CPT-l. Los efectos del AlGAR sobre la actividad de esta enzima
pueden dividirse en dependientes e independientes de malonil-OoA (capítulo
2.3.2). Estos datos, junto a la posible localización de parte de las moléculas de
ACG en el citoesqueleto, indican que ambos mecanismos pudieran estar
interrelacionados.
La regulación de la CPT-l dependiente de malonil-CoA ha venido siendo
consideradacomo el principal mecanismo de regulación a corto píazo de la enzima.
En el interior de la célula, donde no es esperable que ningún agoraista ejerza
alteraciones tan drásticas como las producidas por el ácido okadaico, la
contribución del mecanismo independiente de malonil-CoA podría ser
complementaria a la del dependiente de los niveles de este metabolito. En este
sentido, los datos obtenidos trás la activación de la AMIPK por AICAR podrían
acercarse más a lo que ocurre in vivo. Además, la posible localización de la ACC
en el citoesqueleto sugiere asimismo que ambos mecanismos actúan de forma
coordinada, ya que si la ACC y la CPT-l se localizasen próximas entre si en el
interior de la célula, la concentración efectiva de malonii-CoA en esos puntos
podría ser mucho mayor produciendo así una inhibición mucho más efectiva de la
CPT-l. Así, la desorganización del citoesqueleto traería consigo no solo la pérdida
de las posibles interacciones reguladoras can la GPT-l sino un alejamiento fisico de




Cavitulo .3 ¡3kcu~ión General y Conclusiones
Desde que hace ahora 20 años, McGarry y
colaboradores descubrieran que la CPT-l es inhibi-
da por malonil-CoA dicha inhibición (que permite
el establecimiento de un control coordinado de
síntesis y oxidación de ácidos grasos) ha venido
siendo considerada como el principal mecanismo
de regulación de esta enzima (McGarry y Erowra,
1997). Sin embargo, a lo largo de los últimos años
se ha puesto de manifiesto que la regulación de la
CPT-l también depende de un mecanismo inde-
pendiente de malonil-CoA (Guzmán y Geelen,
1993; la presente memoria), que se basaría en la
existencia de interacciones entre ciertos compo-
nentes del citoesqueleto (probablemente los fila-
mentos intermedios) y las mitocondrias. Así, el
control de la actividad GPT-I podría ejercerse a
tres niveles (Esquema 1):
i) Actividad de la ACO/niveles de malorail-
CoA.
u) Interacciones citoesqaeleto-mitocondrias.
iii) Localización subcelular de la ACC.
1. Regulación a corto plazo de la CPT-I
z) Actividad ACC.
El primer punto de control de la actividad CPT-l
seria el de los niveles de malonil-CoA, que vienen
determinados por la actividad de la ACG. El con-
trol de esta actividad enzimática en hígado depen-
de de diferentes factores, pero fundamentalmente
del grado de fosforilación dela enzima y por tanto
de la actividad de las quinasas implicadas en su
fosforilación (Hillgartner el aL, 1995).
~0Interacciones citoesquelet¿-mitocondrias.
En el interior de la célula podrían establecerse una
serie de interacciones entre diferentes componentes
del citoesqueleto (probablemente las citoquerati-
nas) y la CPT-l (o alguna otra proteína que pudiera
estar implicada en regularía). Estas interacciones
podrían constituir un mecanismo regalador de la
CPT-I, de tal manera que su ruptura produjese un
aumento de la actividad de la enzima (Capítulo
2.2). -
La naturaleza de estas interacciones aún
no ha sido determinada, pero el hecho de que la
CPT-l pueda adoptar diferentes conformaciones en
función de la concentración de malonil-OoA a la
que ha sido expuesta (Zammit, 1994), junto a que
la mayor parte de la enzima (incluyendo los domi-
nios catalítico y regulador parecen encontrarse
localizados hacia la cara citoplásmica de la mem-
brana mitocoradrial extema (Fraser et aL, 1997),










Esquema 1. Modelo de regulación acorto plazo de la actividad CPT-I. La actividad CPT-l podría verse regulada
acorto plazo a tres niveles: 1) Actividad ACC/niveles de malonil-CoA. 2) Jnteracciones entre citoesqueleto y mitocon-
drias. 3) Localización subcelular de la ACC. Estos tres niveles de regulación podrían actuar de manera coordinada para
determinar la actividad de la CPT-l en las diferentes situaciones fisiopatológicas. Abreviaturas: ACC, acetil-CoA carbo-
xilasa; CPT-l, carnitina palmitoiltransferasa 1; M-CoA, malonil-CoA
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nas localizadas fuera de la mitocondria (como por
ejemplo las citaqueratinas) que pudieran favorecer
la conformación menos activa (tensa) de la enzima.
En este contexto resulta interesante la sugerencia
de que una proteína de la membrana externa mito-
condrial (bcl-2) interacciona con la CPT-l en lo
que podria constituir también una forma de regula-
ción de la enzima (Paumen el aL, 1997b). La re-
gulación de esas interacciones podría depender de
la actividad de una serie de proteína quinasas que
controlan el grado de organización del citoesqae-
leto.
iii) Localización subeelular de IaACC.
Se ha propuesto que la isoenzima de 280
KDa de la ACC podría tener una localización sub-
celular próxima a la CPT-l, asociándose a la propia
membrana mitocondrial externa (Ha el aL, 1996).
En la memoria se sugiere que una fracción de la
ACC hepatocelular se encontraría asociada al ci-
toesqueleto (Capítulo 2.3.3). Así, la concentración
efectiva de malonil-CoA para inhibir a la CPT-l
podría ser mucho mayor cuando la ACO se encon-
trase en las proximidades de la enzima. Los mis-
mos factores que están implicados en el control del
grado de polimerización del citoesqueleto podrían
controlar el porcentaje de ACC asociada al mismo,
y con ello la proximidad de ésta a la CPT-I.
2. Principales proteína quinasas implicadas en
el control a corto plazo de la CPT-I
Puesto que el control de esas tres vías de regula-
ción de la CPT-l depende en gran parte del grado
de fosforilación de las diferentes proteínas impli-
cadas, el control de la actividad de ciertas quinasas
es el que determina la actividad a corto plazo de la
CPT-l.
¡) Ca2 ¡ /CMPKIL
La activación de esta quinasa que induce el ácido
okadaico conlíeva: 1) la fosforilación y ruptura de
los filamentos intermedios (CapItulo 2.2; Toivola
el aL, 1997) y 2) la fosforilación e inactivación de
la ACC (Haystead el aL, 1988). Ambos procesos
traen consigo una fuerte estimulación de la activi-
dad CPT-l. Sin embargo, la incubación con dife-
rentes compuestos que producen un incremento en
la concentración de Oa2~ intracelular no modifica
la actividad de la CPT-l, lo que -como ya se ha
discutido anteriormente (CapItulo 2.2)- podría ser
el reflejo de un diferente patrón de activación de la
Ca2~/CMPKll de hígado con respecto a la de otros
tejidos más estudiados como el cerebro. Por ello
nos planteamos si el papel fisiológico que desem-
peña esta quinasa en la regulación de la CPT-I
podría depender no tanto de un aumento transitorio
de la concentración de Ca2 intracelular como de
otros factores que hicieran que la Ca2~/CMPKll se
viera estimulada de una forma más prolongada.
Puesto que el ácido okadaico es un agente
promotor de tumores (Wera y Hemmings, 1995) y
en células de hepatoma tieñe lugar la sobreexpre-
sión de diferentes proteína’ quinasas (Yang el al.,
1996; Tanaka y Wands, 1996), el nivel de activa-
ción de la Ca2~/CMPKll que induce el ácido oka-
daico podría ser más parecido al que puede encon-
trarse en el interior de las células transformadas
que al debido a una activación mediada por un
incremento de la concentración de Ca2~ intracelu-
lar. Dado que una de las características de dichas
células transformadas es qúe se producen grandes
alteraciones en la morfología celular mediadas por
una desorganización del citoesqueleto, los estudios
llevados a cabo en células ‘de hepatoma (Capitulo
2.3.1) sonde gran interés, Estos datos indican que,
en células Fao y HepG2 el ‘ácido okadaico no mo-
dula la actividad de CPT-I, que estaría aumentada
con respecto a la de hepatocitos. La posibilidad de
que esa falta de respuesta sea debida a una pérdida
(que podría ser constitutiva en esas células) de las
interacciones con el citoesqueleta aparece como
atractiva, puesto que estaria~ en consonancia con los
datos anteriormente expuestos.
Por otra parte, como ya se ha mencionado,
recientemente se ha establecido una relación entre
actividad CPT-I y apoptosis (Paumen el aL,
1997a), de tal manera que una inhibición de la
CPT-l aumentaría la disponibilidad de palmitoil-
CoApara la síntesis de cerámidas que actúan como
mediadores en dichos procesos de apoptosis
(Hanraun, 1996). Es interesante que: 1) las células
de hepatoma cuya actividad GPT-l es más alta que
la de los hepatocitos normales (Gapítulo 2.3.1), son
resistentes a la inducción de apoptosis por ácido
palmítico (Paumen el al, 1997a); 2) parte de los
efectos de las ceramidas están mediados por una
proteína fosfatasa activada’ por ceramida (CAPE’)
que es inhibible por ácido okadaico (Hanraun,
1996); 3) bcl-2, una proteína que desempeña un
papel importante en la regulación de la apoptosis
interacciona con la CPT-l en la membrana mito-
condrial externa (Paumen el aL, 1997b). Todos
estos datos considerados conjuntamente apuntan a
que la regulación de la actividad GPT-I podría ser
importante en el control de los procesos apoptóti-
cos. Era suma, la activación de la CPT-l observada
era células de hepatoma podría ser una forma de
favorecer que la célula no ~ntrase en apoptosis. En
ese sentido resulta muy atractivo considerar que la
desorganización del citoesqueleto (característica de
las células tumorales y que ‘ha sido descrita en este
trabajo como un mecanismo de regulación de la
GPT-l ) pudiera contribuir a dicho bloqueo de la
apoptosis (Esquema 2).












Esquema 2. La pérdida de las interacciones con el citoesqueleto podría contribuir a la inhibición de la apoptosís en
células de hepatoma. La actividad OPT-l podría estar aumentada en células de hepatoma debido a la pérdida de de las
interacciones con proteínas del citoesqueleto. Este aumento de actividad podría favorecer la metabolización del palmi-
toil-CoA (precursor de la síntesis de ceramidas) contribuyendo así al bloqueo de la apoptosis~ Abreviaturas: Cer, cera-
mida; CKJI, Ca2t’calmodulina proteína quinasa II; (JA, ácido okadaico.
W AMPK
Diferentes datos aportados en esta memoria apun-
tan a que esta qumasa participaría en la regulación
de la actividad CpT-l a través de los mecanismos
dependiente e independiente de malonil-CoA. Así,
el AICAR, un activador de la AMPK (Vincent el
al., 1996) estimula la GPT-l (Capítulo 2.3.2). En
hígado, la AMPK es la principal quinasa responsa-
ble de la fosforilación e inactivación de la ACC,
con lo que los niveles de malonil-CoA dependen
en gran medida de la actividad de la AMPK
(Hardie y Carlirag, 1997). Sin embargo, parte del
efecto activador del AICAR no es debido al des-
censo en los niveles de malonil-CoA y puede ser
prevenido por el taxol. Recientemente, hemos
observado que la adición de AMPK a células per-
meabilizadas produce un fuerte incremento en la
actividad CPT-l (datos no publicados), lo que
sugiere que esta quinasa (al igual que la
Ca2~/CMPKll) podría afectar al estado de polime-
rización del citoesqueleto y estimular así a la GPT-
1. Aunque por lo que sabemos aún no se ha des-
crito que la AMPK fosforile a elementos del ci-
toesqueleto, esta hipótesis resulta muy atractiva
pues implicaría que la principal quinasa encargada
de la regulación del metabolismo lipidico podría
establecer un control coordinado de la síntesis y
oxidación de ácidos grasos incidiendo en los tres
mecanismos descritos al comienzo de la presente
discusión: actividad AGO/niveles de malonil-CoA,
interacciones citoesqueletó-mitocondrias y por
tanto localización subeelular de la ACO (Esquema
3).
3. Efectos de otros mediadores
Numerosos mediadores extracelulares
ejercen sus efectos sobre la GPT-l y muchos de
ellos lo hacen a través de un mecanismo indepen-
diente de malonil-CoA (Guzmán y Geelen, 1993;
la presente memoria). El principal factor regulador
del metabolismo de ácidos! grasos es el cociente
insulina/glucagón (Zammit, 1996). Sin embargo el
mecanismo a través del cual las variaciones en
dicho cociente pueden inducir las modificaciones
en la actividad CPT-l no ha sido completamente
aclarado. La incubación de ‘hepatocitos con gluca-
gón, forskolina o db-cAMP produce una activación
de la CPT-l (Guzmán y Geelen, 1993), pero la
adición de PICA a células permeabilizadas no pro-
duce ningún cambio en dicha actividad enzimática
(CapItulo 2.2.2). Además, esta quinasa no parece














Esquema 3. La Ca
2~/CMPKII y la AMPK son las dos primeipales proteínas quinasas responsables del control de
la actividad CPT-1. La fosforilación y desorganización de los filamentos intermedios podría ser llevada a cabo por la
Ca2t’CMPKII y quizás también por la AMPK. Abreviaturas: ACC, acetil-CoA carboxilasa; AMPK, proteína quinasa
activada por AMP; CKJI, Ca2~/calmodulina proteína quinasa II; CC, cuerpos cetónicos; CPT-l, carnitina palmitoil-
rransferasa 1; M-CoA, malonil-Co; (JA, ácido okadaico.
ser responsable de la fosforilación in viyo de las
citoqueratinas (Toivola el aL, 1997) por lo que su
implicación en la regulación de las interacciones
entre citoesqueleto y mitocondrias parece poco
probable. Por otra parte aunque se ha descrito que
la PKA puede fosforilar a la ACG (Hillgartner el
aL, 1995) y que los niveles de malonil-GoA dismi-
nuyen tras la incubación de los hepatocitos con
glucagón (Guzmán y Geelen, 1993), actualmente
se considera que la principal proteína quinasa
responsable de la inactivacióra de la ACO era híga-
do es la AMPK (Hardie y Carling, 1997); cuya
activación no se ha podido demostrar aún que
dependa de la acción de mediadores extracelulares.
Tanto la insulina (Guzmán y Geelen,
1993) como los agentes que movilizan Ca2~
(Capítulo 2.1.1) o el hinchamiento celular
(Capítulo 2.1.2) inhiben a la CPT-l utilizando un
mecanismo desconocido. Si bien en todos esos
casos se ha descrito la activación de proteína qui-
- nasas o fosfatasas, las posibles dianas de su acción
no han sido determinadas . Por ejemplo, el ATP
extracelular parece mediar sus efectos inhibitorios
sobre la CPT-l a través de la activación de la PKC
(capItulo 2.1.1). Sin embargo, la adición de esta
quinasa a células permeabitizadas no tiene ningún
efecto sobre la actividad GPT-l (Capitulo 2.2.3), y
aunque se ha descrito que la PKC puede estar
implicada en la fosforilación de citoqueratinas, no
parece afectar a la fosforilación de los filamentos
intermedios (Gadrin el aL, 1992).
Así., aunque permanece abierta la posibi-
lidad de que otras proteína quinasas que se vean
activadas en respuesta a las diferentes situaciones
fisiopatológicas que regulan la oxidación de ácidos
grasos y la cetogénesis puedan fosforilar a dife-
rentes elementos del citoesqueleto y modular así la
actividad de la GPT-l, hasta el momento solo hay
pruebas de la implicación de la Ca2~/CMPK11 en la
fosforilación y reorganización del citoesqueleto lo
que junto a la modulación ¿le los niveles de malo-
nil-CoA, podría mediar la activación de la CPT-l.
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